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Trichoderma spp. € um dos fungos mais pesquisados na atualidade como agente de
biocontrole, sendo antagonista a varios fitopatégenos em diferentes culturas, além de
auxiliar no desenvolvimento vegetal. O patégeno Fusarium oxysporum causador da murcha
de fusario ou fusariose é dificil de ser controlado, principalmente pela sua capacidade em
manter-se no solo por longos periodos, mesmo sem a presenca do hospedeiro. Estudos da
dindmica populacional de Trichoderma spp., Fusarium spp. e microbiota nativa s&o
necessarios, principalmente para observar-se o impacto da adicao do agente de biocontrole
no ambiente solo. Olericolas, como pepineiro e tomateiro, sdo comumente cultivadas na
Regido Sul, porém sao sensiveis a uma gama de doengas, dentre as quais, a fusariose, que
figura como principal doencga, principalmente em ambiente protegido. Para buscar o controle
biolégico da fusariose no cultivo do tomateiro e pepineiro por Trichoderma e estudar a
dinamica populacional desse agente de biocontrole quando adicionado ao solo, foram
propostos os seguintes objetivos: estudar a distribuicdo espacial dos géneros Trichoderma e
Fusarium em solo rizosférico e nao rizosférico, no cultivo do pepineiro e tomateiro, em horta
e estufa; utilizar micro-ambiente para realizar a selecdo massal de isolados fungicos
antagénicos a Fusarium solani e Fusarium oxysporum e identificar, em nivel de espécie, os
isolados fungicos mais efetivos; verificar a acao de isolados de Trichoderma harzianum no
desenvolvimento e na protecdo de mudas contra a murcha de fusario do tomateiro e do
pepineiro, identificando a melhor forma de aplicagdo do agente de biocontrole no controle da
fusariose; analisar a dindmica populacional dos géneros Trichoderma e Fusarium e de parte
da microbiota do solo, com a adigdo de agente de biocontrole, no cultivo do tomateiro e
pepineiro, em estufa e horta. Tanto Trichoderma quanto Fusarium foram encontrados em
solo rizosférico e nao rizosférico de horta e estufa, sendo que Trichoderma foi encontrado
em maior numero de coletas em solo rizosférico de estufa. O método de selecdo massal, em
substrato, de isolados fungicos antagdnicos aos patégenos F. solani e F. oxysporum foi
eficiente, pois os trés isolados de Trichoderma harzianum selecionados, além de reduzirem
a populacao dos patégenos em substrato, foram efetivos contra a fusariose do tomateiro e
pepineiro, em tratamento de semente ou de substrato. Ocorreu flutuagdo populacional de
Trichoderma spp. quando isolados de T. harzianum foram adicionados ao solo no cultivo do
tomateiro e pepineiro, em horta e estufa. Observou-se uma tendéncia da populagcao de
Trichoderma spp. voltar aos parametros iniciais, ou seja, antes do agente de biocontrole ser
adicionado ao ambiente solo. A populacido de bactérias, Fusarium spp. e fungos gerais nao
apresentou grandes alteracdes pela presencga dos isolados do agente de biocontrole.

Palavras-chave: Fusarium oxysporum, estufa, rizosfera e controle bioldgico.
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Trichoderma spp. is at the present time, one of the fungi most studied as biocontrol agent,
being antagonistic to several pathogens in different crops, besides promoting vegetable
growth. The pathogen Fusarium oxysporum causes the fusarial wilt and is difficult to control
mainly because of its capacity to remain in the soil for long periods, even without the
presence of the host. Studies of the population dynamics of Trichoderma spp., Fusarium spp.
and native microorganisms are necessary, mainly to observe the impact of the biocontrol
agent addition to the soil. Vegetables as cucumber and tomato are commonly cultivated in
South Brazil and are sensitive to a variety of diseases, as the fusarial wilt which is one of,
their main diseases, specially in protected environment. For the biological control of the
fusarial wilt in the cultivation of tomato and cucumber by Trichoderma and to study the
population dynamics of the biocontrol agent when added to the soil, the following objectives
were proposed: to study the space distribution of both Trichoderma and Fusarium in
rhizosphere and bulk soil, in the cultivation of cucumber and tomato, in vegetable garden and
greenhouse; to find a method for the mass selection of fungi isolates antagonistic to
Fusarium solani and Fusarium oxysporum in microenvironment, and to identify the more
effective ones; to verify the action of Trichoderma harzianum isolates in the development and
protection of seedlings against the fusarial wilt of tomato and cucumer, identifying the best
form of the biocontrol agent application in the control of the fusarial wilt; to analyze the
population dynamics of Trichoderma and Fusarium, and of part of the microorganisms of the
soil, with the addition of the biocontrol agents, in the cultivation of the tomato and cucumber,
in greenhouse and vegetable garden. Both Trichoderma and Fusarium were found in the
rhizosphere and bulk soil and the rhizosphere soil had the greater frequence of Trichoderma
specially in greenhouse. The method of mass selection, in substrat, of fungi isolates
antagonistic to the pathogens F. solani and F. oxysporum was efficient, since the three
isolates of Trichoderma harzianum selected, besides reducing the population of the
pathogens in substrate were also effective against the fusarial wilt of tomato and cucumber
when applied as seed or substrate treatment. A population flutuation of Trichoderma spp.
ocurred when isolates of T. harzianum were added to the soil in the cultivation of tomato and
cucumber, in vegetable garden and greenhouse. There was a tendency of the population of
Trichoderma spp. to return to the initial parameters, i.e. before the biocontrole agent was
added to the soil. The population of bacteria, Fusarium spp. and general fungi did not show
great alterations with the presence of the isolates of the biocontrol agent.

Keywords: Fusarium oxysporum, greenhouse, rhizosphere and biological control.
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INTRODUGAO

O controle biologico faz parte do manejo integrado de doencgas e cada vez
mais se estuda e utiliza essa forma de controle como alternativa ao controle quimico.
Os agroquimicos, por sua vez, estdo associados a diversos problemas como falhas
no controle de patégenos de solo, contaminacdo ambiental e danos a saude
humana.

Um dos principais obstaculos para a utilizagdo do controle biolégico esta em
encontrar o antagonista ideal, pois a especificidade muitas vezes € marca registrada
de determinados agentes de biocontrole, além de outras barreiras determinantes
para a sua agao, como dose-resposta, temperatura, umidade, tipo de solo e
suscetibilidade do hospedeiro.

Trichoderma spp. é um dos fungos mais pesquisados na atualidade como
agente de biocontrole, sendo antagonista a varios fitopatdgenos em diferentes
culturas. Estudos da dinamica populacional desse antagonista, patégenos e
microbiota nativa s&o necessarios, principalmente para avaliar-se o impacto da
adicdo do agente de biocontrole no ambiente solo. Assim, pode-se compreender
como e em quais circunstancias ocorre o controle biolégico no ambiente solo, pois a
analise microbiolégica € que definira as relagcbes entre patdégeno, agente de
biocontrole e hospedeiro.

O fungo Fusarium spp. é cosmopolita, habitante de solos de lavoura, horta e
estufa, e o estudo de sua dindmica populacional se restringe basicamente a
lavouras. Esse género fungico comporta varias espécies de patégenos causadores
de doengas em varias culturas, sendo a espécie Fusarium oxysporum causadora da
murcha de fusario ou fusariose. O controle da murcha ocasionada por F. oxysporum
é dificil, principalmente pela capacidade do patégeno em se manter no solo por
longos periodos, mesmo sem a presenca do hospedeiro.

O controle biolégico € atualmente uma das alternativas utilizadas para o
controle da murcha de fusario e antagonistas como Trichoderma spp. sé&o
encontrados em formulagdes comerciais nacionais e internacionais, porém nao se
encontra nenhum estudo que represente o potencial da micobiota em nossa regiao,

em solos de Santa Maria — RS, que atuem no biocontrole de F. oxysporum. As
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pesquisas na area de controle biolégico sao fundamentais, pois a introducédo de
antagonistas adaptados ao ambiente do patdbgeno é um aspecto relevante para que
ocorra a otimizagao do biocontrole.

Olericolas, como pepineiro e tomateiro, sdo comumente cultivadas na Regiao
Sul e importantes contribuintes na renda dos agricultores, porém sao sensiveis a
uma gama de patégenos de filoplano ou de solo. Estufas podem ser inviabilizadas
ao cultivo de determinadas olericolas devido a infestac&o por fungos de solo como F.
oxysporum. O tomateiro é um exemplo de planta conhecida como de cultivo
ndmade, tal a problematica da acdo dos fitopatdgenos de solo e a falta de
conhecimento da ecologia destes e do manejo integrado no controle de doengas.

A hipotese formulada para essa pesquisa foi de que “em solo rizosférico, tanto
do pepineiro quanto do tomateiro, em horta ou estufa, seriam encontrados isolados
de Trichoderma antagbnicos a Fusarium oxysporum, e que a adicao de Trichoderma
nos solos dos dois ambientes reduziria a populacdo de Fusarium spp. e da
microbiota nativa. E, ainda, que a populagcdo do agente de biocontrole, uma vez
adaptada ao ambiente solo, se manteria constante.”

Para testar a hipotese exposta acima, foram propostos os seguintes objetivos,
dispostos em quatro capitulos:

1) observar a ocorréncia dos géneros Trichoderma e Fusarium em solo
rizosférico e nao rizosférico, no cultivo do pepineiro e tomateiro, em horta e
estufa, e quantificar e identificar os isolados de Fusarium sp. patogénicos
as duas culturas;

2) realizar selecdo massal de isolados fungicos antagbnicos a Fusarium
solani e Fusarium oxysporum em substrato, para serem utilizados em
programas de controle bioldgico, e identificar, em nivel de espécie, os
isolados mais efetivos;

3) verificar a acdo de isolados de Trichoderma harzianum no
desenvolvimento e na protecdo de mudas contra a murcha de fusario do
tomateiro e do pepineiro, identificar a melhor forma de aplicagdo do agente
de biocontrole no controle da fusariose, e identificar a acdo conjunta dos
tratamentos quimico e biologico;

4) analisar a dindmica populacional dos géneros Trichoderma e Fusarium e
de parte da microbiota do solo, com a adigao do agente de biocontrole, no

cultivo do tomateiro e pepineiro, em estufa e horta.



CAPITULO |
REVISAO DE LITERATURA

1.1 — Cultura do tomateiro

De acordo com Murayama (1995), o tomateiro (Lycopersicum esculentum
Mill.) é originario da parte ocidental das Américas Central e do Sul, de onde foi
levado para o sul da Europa, pelos exploradores espanhodis. A utilizacdo do
tomateiro como planta de interesse agricola € relativamente recente, remontando
apenas a 1800, pois, ainda em 1700, um catalogo o considerava unicamente como
espécie decorativa (ANDERLINI, 1982).

No Brasil, o tomateiro ocupa o segundo lugar entre as olericolas cultivadas,
estando o Rio Grande do Sul em terceiro lugar na sua produgéo (FILGUEIRA, 2003).
Cultivam-se diferentes variedades de tomateiros no Brasil e uma delas é o tomate do
tipo “cereja”, que segundo a EMATER (comunicagao pessoal, POERSCHKE, 2003),
os produtores que cultivam no Rio Grande do Sul obtém boa producdo. O tomate do
grupo cereja foi introduzido no inicio da década de 90, & caracterizado pelo
minusculo tamanho dos frutos (15 a 25 g) e é produzido em campo ou estufa
(FILGUEIRA, 2003).

O tomateiro necessita de temperaturas relativamente elevadas para poder
desenvolver o ciclo vegetativo e assegurar a completa maturagdo dos frutos. A
temperatura diurna adequada fica entre 20 e 25 °C e a noturna entre 11 e 18 °C. Em
temperaturas excessivamente elevadas, acima de 35 °C, ocorrem problemas na
frutificacdo, com fecundacdo prejudicada e queda acentuada de flores e frutos,
sendo que esse problema também ocorre em temperaturas excessivamente baixas
(-2°C) (FILGUEIRA, 2003; MESSIAEN et al., 1995).

A cultura do tomateiro constitui-se numa das atividades agricolas mais dificeis
de serem conduzidas, face aos problemas enfrentados pelo agricultor durante o seu
cultivo (FILGUEIRA, 2003). Sdo inumeros os inconvenientes presentes e, entre eles,
as doengas representam, talvez, os riscos mais sérios para a cultura (KIMATI &
MINAMI, 1982).
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1.2 - Cultura do pepineiro

O pepineiro (Cucumis sativus L.) é originario das regides quentes do norte da
india ou da Africa (FILGUEIRA, 2003), mas Camargo (1992) o entende como
originario da Africa e da Asia, sendo hoje cultivado em todos os paises do mundo.
Na regido de Santa Maria — RS, segundo dados da EMATER, cultiva-se cerca de
7.700 ha de pepino para conserva, sendo que desses, a maior parte ocorre em
estufas.

Como a maioria das Cucurbitaceas, o pepineiro necessita de clima quente,
nao suportando temperaturas muito baixas e nem geadas (CAMARGO, 1992,
FILGUEIRA, 2003). A cultura é muito exigente quanto a temperatura e a umidade do
solo. Apds a germinacéo, no decorrer das primeiras fases de vegetagdo, deve-se
diminuir a irrigacao para fortalecer o sistema radicular, pois o pepineiro tem grande

exigéncia de agua, sobretudo a partir do inicio da floragdo (SGANZERLA, 1997).

1.3 — Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum Schlechtend.: Fr. € uma espécie composta por varias
formae specialis que causam fusariose em hospedeiros especificos, e apresentam
varias ragas e patotipos. E um fungo filamentoso, anamérfico, que tem sido estudado
principalmente pela sua habilidade em causar doenca em plantas de interesse
econdmico. Apresenta variagdes sob o aspecto morfolégico e patogénico, sendo
comumente isolado de raizes de plantas que ndo apresentam sintomas da doenca
(GORDON & MARTYN, 1997).

Fusarium oxysporum apresenta trés tipos de esporos: microconidios,
macroconidios e clamidésporos. Os microconidios sao abundantes, ovais, formados
em pequenas fialides (conidiéforos) por uma e ocasionalmente por duas células. Os
macroconidios sao fusiformes, apresentam de trés a cinco células, sdo produzidos
em grande numero e frequentemente em esporoddéquio. J& os clamidésporos séo
formados por macroconidios € micélio, e os formados pelo micélio tém ocorréncia
simples ou em pares e podem ser intercalados ou terminais (ZITTER et al., 1996). A

pigmentacdo no meio de cultura por F. oxysporum é frequentemente rosada e
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violacea.

Quando F. oxysporum infecta plantas no inicio de seu desenvolvimento pode
provocar tombamento de mudas. Plantas em varios estagios de desenvolvimento
podem ser infectadas pelo patégeno, que provoca amarelecimento e/ou murchas
nas folhas mais velhas que progride até nos brotos. Com a evolugédo da doencga,
pode ocorrer necrose marginal nas folhas; murcha total da planta; queda de folhas,
flores e frutos; aparecimento de raizes adventicias e, finalmente a morte da planta
(BEDENDO, 1995). Os sintomas internos s&o evidentes pelo escurecimento dos
vasos do xilema, pois o patdégeno é responsavel pelo desarranjo e bloqueio de
elementos do xilema, formagao de tiloses e alteragdes no transporte de agua na
planta (ZITTER et al., 1996).

A maior severidade da doenca esta condicionada a fatores ambientais
favoraveis, tais como: temperatura, umidade, plantio em solos arenosos, presenca
de nematdides, ocorréncia de pH baixo e adubagdo com baixo teor de potassio;
além da falta de resisténcia do hospedeiro (BEDENDO, 1995). A temperatura ideal
para o desenvolvimento de F. oxysporum fica entre 25 a 32 °C (BEDENDO, 1995),
sendo o ponto étimo em 28 °C e inibicdo do desenvolvimento do patégeno acima de
33 °C e abaixo de 17 °C (COOK & BAKER, 1983). Segundo Peng et al. (1999), tanto
em solo supressivo quanto em solo conducivo, a temperatura do solo tem efeito
direto na germinacdo de clamiddsporos de F. oxysporum f. sp. cubensis, pois 0
maximo ficou em 33 °C (germinacao de 30 e 55 %, respectivamente) e apds ocorreu
decréscimo em ambos os solos. Com relagado ao pH do solo, o ponto 6timo para a
germinagao de clamidosporos foi em pH 8 quando ocorreu germinagédo de 40 e 50
%, em solo supressivo e conducivo, respectivamente, sendo que em pH 10 nao
ocorreram diferencas entre os solos e a média de germinacao foi de 18 % (PENG et
al., 1999).

A sobrevivéncia no solo, do agente da fusariose, ocorre na forma de
clamidésporos, que podem sobreviver por longos periodos e serem disseminados na
area através do movimento do solo provocado por vento, agua ou implementos
(BEDENDO, 1995).
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1.3.1 — Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Sacc. Snyder & Hansen causador da
murcha de fusario do tomateiro apresenta trés ragas fisioldgicas, sendo que as ragas
um e dois sdo amplamente distribuidas no Brasil e no mundo (REIS et al., 2003).
Entretanto, novos patotipos desse patégeno tém surgido superando as cultivares de
tomateiro existentes (TELLO & LACASA, 1988).

Os danos econdbmicos causados por F. oxysporum f. sp. lycopersici sao
preocupantes, e devido a isso, encontram-se estudos direcionados para varios
aspectos de sua ecologia e de sua agao na patogénese, tais como, a colonizagao de
raizes em diferentes fontes de nitrogénio (CARVALHO et al., 2003) e a
disseminagéo aérea de inoculo (KATAN et al., 1997).

Nas mudas de tomateiros, os sintomas aparecem primeiro nas folhas mais
velhas, que murcham e se curvam, podendo ocorrer tombamento (TOKESHI, 1997).
Ocorre o escurecimento dos tecidos vasculares que se prolonga por todo o caule e
as plantas frequentemente murcham e morrem (JONES et al., 1993), sendo que a
descoloragao é mais intensa na base do caule (LOPES & SANTOS, 1994). Ja os
sintomas em plantas mais velhas geralmente ocorrem entre o florescimento e a
maturagcao dos frutos. Segundo Lopes & Santos (1994), o sintoma reflexo mais
evidente da doenga é o amarelecimento das folhas, a partir das mais velhas. Nas
horas mais quentes do dia, a planta murcha, principalmente nas extremidades,
recuperando-se ao entardecer. Conforme evolui a doencga, aumenta a queda de
folnas basais, a planta vai murchando e as folhas ainda firmes tornam-se
inicialmente amarelas e depois marrons. Mesmo assim, as plantas adultas podem
permanecer vivas. E comum encontrar-se plantas atacadas parcialmente, isto &,
apresentando sintomas apenas de um lado, em metade da planta, podendo ocorrer
queda prematura dos frutos que apresentam descoloragdo dos tecidos vasculares
(KIMATI & MINAMI, 1982; JONES et al., 1993).

O desenvolvimento de F. oxysporum f. sp. lycopersici pode ser influenciado
pela baixa umidade do solo, dias curtos, intensidade de luz baixa, nutricdo pobre em
nitrogénio, fésforo e potassio, e pH baixo. As temperaturas entre 21 e 33 °C
favorecem a murcha, estando o 6timo em 28 °C (JONES et al., 1993), mas segundo

Kimati & Minami (1982), a viruléncia € maior quando a temperatura oscila entre 25 e
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30 °C. A fonte de nitrogénio pode alterar o pH na regido da rizosfera e afetar
diretamente a colonizagao do tomateiro por F. oxysporum f. sp. lycopersici. Carvalho
et al. (2003) observaram colonizagdo das hastes do tomateiro pelo patégeno com a
adicdo de NH;" e NH4NOs™ porque o pH ficou entre 3,43 e 3,95, em 24 h. O mesmo
nao ocorreu quando foi adicionado NOj3, pois o pH ficou entre 5,08 e 6,03,

observando-se apenas a presenca isolada de conidios do patdgeno.

1.3.2 — Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum

A cultura do pepineiro apresenta grande suscetibilidade ao tombamento
causado por varios patégenos de solo. Esses tendem a acumular-se e a disseminar-
se através das sementes, por ocasido do preparo do solo, da pratica de irrigagao e
de tratos culturais, fazendo com que haja aumento na incidéncia de doengas a
medida que se repete a semeadura em um mesmo local. Os patdégenos mais
comumente encontrados em solo de cultivo de pepineiro séao: Phytophthora spp.,
Rhizoctonia solani, Colletotrichum gloeosporioides, Sclerotinia sclerotiorum,
Sclerotium rolfsii, Macrophomina spp, Pythium deliense e Fusarium spp. (OLIVEIRA
et al., 1995; ZAMBOLIM et al., 1999).

A murcha de fusario do pepineiro ocorre em varios paises, apresentando
maior importancia nos Estados Unidos, Inglaterra, Grécia, Israel, Japao, China,
Alemanha, Australia e Holanda. Em varios outros paises € considerada doenca
secundaria, ndo apresentando importancia econémica (ZITTER, 1996).

O fungo Fusarium oxysporum Schelechtend.:Fr. f. sp. cucumerinum J.H.
Owen é o agente causal da murcha de fusario do pepineiro. Esse fungo ataca o
pepineiro em qualquer estagio de desenvolvimento da planta, podendo ocasionar
comumente tombamento de mudas em temperaturas em torno de 20°C. Fusarium
oxysporum f.sp. cucumerinum pode acarretar, também, tombamento de pré-
emergéncia e infeccdo de plantas velhas, resultando na murcha de um ou mais
brotos progredindo para a murcha de toda a planta. Outro sintoma comum ¢é a
descoloragdo vascular de raiz e caule (ZITTER et al., 1996; ROBERTS &
KUCHAREK, 2005).

Segundo Blancard et al. (1996) pouco se sabe sobre as condi¢des favoraveis

ao desenvolvimento de F. oxysporum f. sp. cucumerium que pode sobreviver no solo
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na forma de clamidosporos e saprofiticamente em restos de cultura e matéria
organica. Sua disseminagao pode ocorrer a partir do indculo contido em restos de
cultura infectados, por sementes contaminadas, onde pode permanecer viavel por
pelo menos um ano (ZITTER et al., 1996), pela liberagdo de esporos presentes na
planta infectada, pela acdo do vento ou chuva e pelo maquinario e/ou materiais
utilizados para o cultivo (BLANCARD et al., 1996).

1.4 — Medidas de controle da fusariose

O controle de F. oxysporum, agente causador de murcha, é dificil, porque se
desenvolve no solo e infecta o hospedeiro via sistema radicular, além de sobreviver
no solo por longos periodos (BEDENDO, 1995).

As medidas de controle envolvem manejo integrado, como, rotacdo de
culturas (BEDENDO, 1995; ROBERTS & KUCHAREK, 2005), sanidade das
sementes (ZITTER et al.,, 1996), retirada de plantas doentes e de restos culturais
infectados, esterilizacdo do solo com vapor, desinfeccao do material utilizado para
sementeira e cultivo (BLANCARD et al.,1996), instalacdo da cultura em areas onde
ocorre baixa populacdo do patégeno, aracédo profunda visando o enterro de restos
de cultura, controle de nematdides que facilitam a penetracdo do patdgeno,
inundacao da area infestada pelo patégeno, solarizagao do solo, controle biolégico
(BEDENDO, 1995) e, principalmente, o uso de cultivares tolerantes ou resistentes
(BEDENDO, 1995; MELO & PICCININ, 1999). Dentre todas as medidas de manejo,
utiliza-se ainda, o controle quimico que no tratamento de sementes nido apresenta
efeito prolongado no ambiente solo e quando utilizado diretamente no colo da planta

infectada (BLANCARD et al.,1996) atua apenas como paliativo.

1.4.1 — Controle bioldgico da fusariose

O controle da murcha de fusario (fusariose) do tomateiro & dificil de ser
realizado porque o patdégeno sobrevive bem por longo tempo no solo sem os
hospedeiros (KIMATI & MINAMI, 1982). De acordo com Smith & Snyder (1972), o

aumento da concentragdo de nutrientes no solo aumentou a percentagem de
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germinacao de clamidésporos de F. oxysporum f. sp. lycopersici, tanto em solos
supressivos quanto em solos conducivos, e ocorreu o decréscimo da competigcao
entre patogeno e saprofitas.

Alguns microrganismos foram utilizados no controle biolégico de F. oxysporum
f. sp. lycopersici, dentre os quais, Pseudomonas sp. que apresentou aumento de
150 % na massa seca do tomateiro comparado com o tratamento testemunha, em
solo infestado pelo patégeno (FREITAS & PIZZINATTO, 1991). Burkholderia cepacia
e Gliocladium virens foram utilizados em tratamento de sementes e apresentaram
aumento na percentagem de plantas sadias de 53 e 51%, respectivamente, quando
comparados com o tratamento testemunha (MAO et al., 1998). Penicillium oxalicum
induziu resisténcia sistémica contra o patdogeno, ocorrendo menor severidade da
doenga em tomateiros tratados, pois de acordo com dados histolégicos ocorreu
formagdo de xilema secundario adicional nessas plantas (DE CAL et al.,, 2000).
Trichoderma asperellum, adicionado em solo esterilizado apresentou reducdo na
incidéncia da doenca de 85% (COTXARRERA et al., 2002). Burkholderia cepacia,
Gliocladium virens, Fusarium oxysporum, F. solani e Trichoderma sp. apresentaram
reducdo na incidéncia da murcha do tomateiro de 36, 57, 88, 77 e 57 %,
respectivamente (LARKIN & FRAVEL, 1998).

Em tratamentos com Glomus intraradices e Trichoderma harzianum ocorreu
incidéncia de podriddo de raiz de 14 e 32 %, respectivamente, e no tratamento
testemunha de 48 %, em solo infestado com F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
(DATNOFF et al., 1995).

Poucos relatos existem a respeito do controle biolégico da murcha de fusario
no pepineiro. Segundo Singh et al. (1999), utilizando diferentes doses de composto
com Streptomyces sp. e Paenibacillus sp., 6 g do composto diminuiram a incidéncia
da murcha de fuséario no pepineiro de 70 para 20 % e estabilizou com relagéo a
doses mais altas. A aplicagdo de composto de lixo urbano e microrganismos (E.M.4.
— effective microorganisms) apresentou redugcdo no reisolamento de F. oxysporum
f.sp. cucumerinum em sementes e raizes de pepineiros. A incidéncia de podridao de
raiz em pepineiros, em solo infestado com F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerium e
tratado com alface incorporada ao mesmo, foi 50% menor do que em tratamento
sem a alface (PAVLOU & VAKALOUNAKIS, 2005). Trichoderma harzianum induziu a
ativacao de defesa do pepineiro, de acordo com resultados encontrados em estudo
histolégico e bioquimico (YEDIDIA, 1999).
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1.5 — Trichoderma spp.

Segundo Ramirez et al. (1995), o género Trichoderma Persson foi descrito,
em 1794, para quatro espécies de fungos e, em 1969, foi novamente classificado por
Rifai. De acordo com MELO (1991), as espécies de Trichoderma, dentro de um
mesmo grupo ou secgao, apresentam caracteristicas sobrepostas, o que torna dificil
a classificacado de isolados. Esse género é classificado como imperfeito, pertencente
a Sub-divisdo Deuteromycotina, ordem Hifomicetes e familia Moniliaceae (MELO,
1991).

Trichoderma spp. € um fungo anamérfico, frequentemente isolado de solos
em diferentes temperaturas e, em solos tropicais, pode-se encontrar de 10" a 10°
UFC (unidades formadoras de colénia) (HARMAN et al., 2004). A sua fase
teleomorfica € constituida pelo género Hypocrea, o qual € encontrado colonizando
restos vegetais de plantas lenhosas e herbaceas, classificado como ascomiceto da
ordem Hypocreales (KRUGNER & BACCHI, 1995). Porém, na natureza, a forma
anamorfica parece ser um estagio independente da teleomorfica, seja em nivel de
individuos ou de populacbées (HARMAN et al., 2004). Ja que, aparentemente, o
género € desprovido de um ciclo sexual, algum mecanismo de recombinagao entre
diferentes espécies deve ocorrer (MELO, 1991).

Em meio de cultura, as colbnias de Trichoderma crescem rapidamente,
apresentando, inicialmente, superficie lisa e quase translucida, tornando-se
posteriormente flocosas ou compactas. A coloragdo da colénia em varios tons de
verde (as vezes, muito claro — cor gelo) €, normalmente, devida a pigmentacéo dos
conidios e a quantidade de conidios produzidos, podendo ainda ser influenciada
pelo tipo e pH do meio de cultivo. O micélio é composto por hifas hialinas muito
ramificadas e de parede lisa. Clamiddsporos estdo presentes na maioria das
espécies, intercalados nas hifas ou, ocasionalmente, terminais (MELO, 1991;
HOWELL, 2003).

As diferentes espécies sobrevivem em variadas temperaturas, sendo que T.
harzianum, segundo Eastburn & Butler (1991), apresentou maior crescimento de
colénia (micelial) de 27 a 30 °C, em teste in vitro; porém, no solo, a temperatura ideal
para a colonizacao de restos de cultura, acido saprofitica, ficou entre 15 e 21 °C.

Isolados de Trichoderma spp. sao conhecidos pela habilidade em produzir
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enzimas que degradam celulose e quitina (HARMAN et al., 2004), utilizadas no
antagonismo contra fungos patogénicos e na biodegradagao da celulose de papel
(VAN WYK & MOHULATSI, 2003).

1.5.1 — Trichoderma como agente de biocontrole

Trichoderma spp. € um fungo hemibiotréfico eficaz no controle de inUmeros
fungos fitopatogénicos (MELO, 1998). Sua ag¢do como biocontrolador foi
demonstrada pela primeira vez em 1932, por Weindling, que sugeriu seu uso no
controle de doengas (SPIEGEL & CHET, 1998). Fatores como temperatura,
umidade, nutrientes, tipo de solo, microbiota, aeracéo, pH e teor de matéria organica
influenciam na sobrevivéncia de Trichoderma no solo ou substrato (HOWELL, 2003).
Trichoderma viride € um antagonista ativo em condigdes de solo umido, mas &
inibido em presenga de umidade com pH acima de 5,4. Antagonismo de T.
harzianum foi observado em varios valores de pH menores de 6,5, sendo a faixa
6tima entre 4,5 e 5,3 (COOK & BAKER, 1983).

A acédo de Trichoderma como agente de biocontrole ocorre devido a
associacdo ou nao dos mecanismos de antibiose, hiperparasitismo e competicao
(MELO, 1998). Ja Howell et al. (1997) desconsideram o hiperparasitismo e
acrescentam a indugcao de resisténcia do hospedeiro, além do favorecimento da
planta na tolerancia a estresse ambiental, solubilizacdo e sequestro de nutrientes
inorganicos e inativagdo de enzimas dos patégenos (HARMAN, 2000).

Antibiose é definida como uma interagdo entre organismos, na qual um ou
mais metabdlitos, produzidos por um organismo, tém um efeito danoso sobre o outro
(BETTIOL, 1991). As espécies de Trichoderma tém sido estudadas por produzirem
uma série de enzimas extracelulares (MENEZES & SOUZA, 1995); por degradarem
paredes de células fungicas e por serem ativas na produgcdo de metabdlitos
extracelulares com atividade antimicrobiana (MELO, 1991) que, segundo Harman et
al. (2004), chegam a mais de 100. Os metabdlitos produzidos podem ser volateis e
nao-volateis. Dos antibiéticos produzidos por Trichoderma, BASTOS (1991) cita
gliotoxina, viridina, trichodermina, suzucacilina, alameticina e dermadina, que tém a
capacidade de inibir o desenvolvimento de outros fungos. De acordo com Roberts &

Lumsden (1990), a gliotoxina €& responsavel pela inibicdo da germinacdo de
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esporangios e do crescimento micelial de Pythium ultimum.

Hiperparasitismo ou micoparasitismo € o fendbmeno que consiste em um
microrganismo parasitar o outro. Os hiperparasitas atacam hifas e estruturas de
reprodugdo e sobrevivéncia dos patdgenos de planta, reduzindo a infecgcdo e o
in6culo do patégeno. A relagao hospedeiro-parasita € caracterizada por um periodo
relativamente longo de contato, que pode ser fisico ou metabdlico com digestao por
enzimas hidroliticas (quitinases, proteases, glucanases e lipases) (BETTIOL, 1991;
MELO & FAULL, 2000). Trichoderma spp. possui caracteristica micoparasita, pois
pode detectar e localizar hifas de fungos suscetiveis, crescendo em sua diregao,
presumivelmente em resposta a estimulos quimicos produzidos pela hifa hospedeira,
formar estruturas semelhantes a apressérios e enrolar-se fortemente em toda a sua
extensdo para, entdo, penetrar e digerir a hifa (SILVA, 1997; MELO,1998). Segundo
Harman et al. (2004) ha de 20 a 30 genes envolvidos no processo de
micoparasitismo devido a quantidade de proteinas e outros metabdlitos que sao
envolvidos nessa interagdo. O hiperparasitismo realizado por Trichoderma, ocorre
sobre varios fungos, inclusive Fusarium oxysporum, no qual ocorreu enrolamento de
hifas, sitios de penetracéo, invasao de hifas e crescimento intracelular por isolado de
Trichoderma longibrachiatum (MELO, 1991). Ja Sivan e Chet (1989) comprovaram
que o isolado T-35 de T. harzianum, embora tenha produzido [3-1,3— glucanase e
quitinase, ocorrendo o0 micoparasitismo de Rhizoctonia solani e Pythium
aphanidermatum, nao apresentou a mesma agao sobre F. oxysporum, sendo que a
interferéncia deveria estar nas proteinas da parede celular do patégeno que devem
ter interferido na agc&o das enzimas, aumentando sua resisténcia a lise.

Competicdo é um processo referente a interacdo entre dois ou mais
organismos, empenhados na mesma agao. A competicdo entre microrganismos
ocorre principalmente por nutrientes, espaco e oxigénio (BETTIOL, 1991; BAKER &
DICKMAN, 1993) e, mesmo sendo um mecanismo importante, é extremamente dificil
de ser comprovado experimentalmente, o que nao ocorre com a antibiose e o
micoparasitismo (HARMAN, 2000). Segundo Harman et al. (2004), Trichoderma sp.
compete pelos exsudatos liberados pelas sementes no processo de germinagao que
estimulam a germinagédo de propagulos de fungos fitopatogénicos. De acordo com
Howell (2003), a competicdo é uma das principais caracteristicas de isolados de
Trichoderma usados como agentes de biocontrole, pois somente assim terdao

capacidade de se desenvolver na rizosfera.
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A inducdo de resisténcia é outro mecanismo utilizado por agentes de
biocontrole, como Trichoderma spp. Esse processo ocorre quando as plantas
expostas a um agente indutor tém seus mecanismos de defesa ativados, nado
apenas no sitio de indugdo como também em outros locais dele distantes, de forma
mais ou menos generalizada (ROMEIRO, 1999). Tem ocorrido muito progresso na
elucidagdo dos caminhos que envolvem a inducédo de resisténcia, sendo que, em
muitos casos, o acido salicilico e o acido jasmoénico, juntamente com o etileno ou
oxido nitroso, induzem a cascata de eventos que provoca a producido de uma
grande variedade de metabdlitos e proteinas com diversas fungdes na planta,
modificando o proteoma vegetal (HARMAN et al., 2004).

Em plantulas de pepineiro, em hidroponia, Yedidia et al. (1999) observaram
que houve a penetragao nas raizes por T. harzianum e ocorreram mudancas
bioquimicas e morfoldgicas, caracterizando a ativagcédo de mecanismo de resisténcia
sistémico. Trichoderma harzianum T-39 provocou resisténcia sistémica no feijoeiro
contra Botrytis cinerea e Colletotrichum lindemuthianum, reduzindo em 42% o
numero e a area das lesdes (Bigirimana et al., 1997 apud HARMAN et al., 2004). Ja
Trichoderma sp. isolado GT3-2 reduziu em 52% os danos de Pseudomonas syringae
pv. lachrymans nas folhas do pepineiro. Trichoderma spp. € muito utilizado para
controlar patogenos veiculados pelo solo e, portanto, nesse caso fica dificil de
demonstrar a ocorréncia de indugao de resisténcia sistémica quando o patégeno e o
agente de biocontrole se encontram no mesmo ambiente (HARMAN et al., 2004).

A acdo de Trichoderma spp. como agente de biocontrole de patégenos
causadores de tombamento, murcha e podriddo em mudas, € conhecida. Pode-se
utilizar o agente de biocontrole como protetor de sementes que apos desenvolver-se
na espermosfera acaba acompanhando o desenvolvimento da raiz da nova planta
(HARMAN, 2000). Segundo Harman et al. (2004), alguns isolados sao excelentes
competidores na rizosfera e por isso colonizam toda a superficie da raiz por varias
semanas ou meses. Um importante ponto referente a colonizacdo da rizosfera por
isolados de Trichoderma é que foram encontradas hifas (ndo esporos) do isolado T-
22 de T. harzianum envolvendo raizes de plantulas de milho (HARMAN, 2000). Os
esporos nao apresentam acgao direta comprovada na agéo de biocontrole (LEWIS &
PAPAVIZAS, 1984) embora, geralmente, utilizam-se conidios para o tratamento de
sementes ou solo. Segundo Melo (1996), os conidios e clamidésporos de

Trichoderma sao formulados e utilizados para tratamento de solos, sementes,
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estoldes e de bulbos e, ainda, pulverizados na parte aérea dos vegetais.

Trichoderma apresenta algumas caracteristicas que s&o essenciais para um
agente de biocontrole, tais como: ser indcuo ao ser humano e n&o apresentar
impacto negativo ao meio ambiente, apresentar estruturas de reprodugéo de facil
propagacao (SPIEGEL & CHET, 1998), principalmente em substratos naturais e
apresentar meia vida de prateleira, quando formulado, razoavelmente longa e com
boa viabilidade (MELO, 1996).

A preocupagdo com danos ao meio ambiente e a saude humana vem
crescendo juntamente com a maior disponibilidade de agentes de biocontrole no
mercado nacional e internacional. Comparados com os agroquimicos, os agentes de
biocontrole apresentam uma ac¢ao mais especifica, acdo de controle prolongada pelo
estabelecimento da populagdo microbiana no sitio do patégeno e biodegradagéo
(CAPALBO & NARDO, 2000). Segundo Castro et al. (2001), T. stromaticum que é
utiizado como antagonista a Crinipellis perniciosa (vassoura de bruxa) e é
potencialmente seguro para organismos n&o-alvo, tais como, peixe Hyphessobrycon
scholzei e ratos wistar, expostos diretamente ao fungo. Ja Harman (2000), menciona
que o isolado T-22 de T. harzianum usado em plantas de framboesa deslocou
isolados nativos de T. virens e parte da microbiota.

A sobrevivéncia de Trichoderma spp. no solo é pouco documentada, sendo
um ponto importante na sua agdo como agente de biocontrole. Segundo Harman
(2000), T. virens foi encontrado colonizando toda a extenséo das raizes de plantas
de framboesa, em solos com diferentes teores de matéria organica. GARNICA et al.
(2004) observaram que diferentes isolados de rizobactérias promotoras de
crescimento diminuiram em 28 %, no maximo, a populagdo natural de Trichoderma
spp. em substrato comercial Plantimax® utilizado para enraizamento de eucaliptos;
notaram, ainda, uma tendéncia de restauragdo do nivel populacional original do
fungo a partir de 25 dias.

Trichoderma spp. apresentou variagado populacional em solo com diferentes
tratamentos de adubacéo organica (humus de minhoca, esterco de gado, suino e
aves, além de solo ndo adubado) e também, ao longo do tempo (120 dias apds a
inoculagdo) demonstrando que, embora o manejo do solo influencie na sua
sobrevivéncia e desenvolvimento, a populagcao tende a voltar a concentracio inicial,
mantendo o equilibrio natural (MATSUMURA et al., 2002).
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1.5.2 — Trichoderma no desenvolvimento vegetal

A promocgao de crescimento ocasionada por microrganismos do solo ocorre
devido a acao de varios fatores ainda pouco esclarecidos. Pode envolver produgao
de hormoénios vegetais, produgdo de vitaminas ou conversdo de materiais a uma
forma util para a planta, absor¢cao e translocagcdo de minerais e controle de
patogenos (MELO, 1996).

A promoc¢ao de crescimento em plantas promovida pelo isolado T-22 de T.
harzianum esta na sua habilidade de solubilizar muitos nutrientes importantes para a
planta (ALTOMARE et al., 1999). No solo, macro e micronutrientes sofrem um
equilibrio dindmico complexo de solubilizagdo e insolubilizagdo, fortemente
influenciado pelo pH e pela microflora, os quais afetam sua acessibilidade para
absorcao pelas raizes das plantas. Dos nutrientes encontrados no solo, o ferro e o
manganés receberam maior atencao pela sua solubilizagdo, pela microflora e sua
disponibilidade e influéncia nas doengas em plantas. O manganés é um
microelemento essencial para diversas fungdes fisiolégicas das plantas, inclusive
crescimento e resisténcia a doengas (ALTOMARE et al., 1999). Com a aplicagéo de
nitrogénio no solo juntamente com a utilizagdo do isolado T-22 de T. harzianum,
Harman (2000), constatou que inicialmente ndo ocorreram diferencas entre areas
com e sem nitrogénio, mas na presenga do nutriente, plantas adultas apresentaram
maiores médias de didmetro de talos e rendimentos de gréos e silagem.

A interferéncia de Trichoderma spp. no crescimento de plantas e o aumento
na produtividade ocorrem, segundo Harman et al. (2004), devido a sua capacidade
em colonizar as raizes. O isolado T-22 de T. harzianum foi efetivo na indugao de
formagado de raizes em tomateiro, tanto quanto um horménio comercial, e ocorreu
aumento no comprimento de raizes de soja e milho tratadas com o referido isolado e
maior produtividade de pimentdo comparados com testemunhas n&o tratadas
(HARMAN, 2000). Sivan & Harman (1991), tratando sementes de milho e algodao
com os isolados T12, T95 e T22 (fusdo dos dois anteriores) de T. harzianum
observaram que o isolado T22 promoveu crescimento das raizes, em relagdo a
testemunha, de 31 % em milho e 60 % em algodoeiro. Chang et al. (1986), utilizando
tratamento de solo com suspensao de conidios de T. harzianum observaram

promocao de crescimento através do peso de massa seca superior a testemunha, no
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feijoeiro de 10 %, no rabanete de 8 %, no tomateiro de 37 %, na pimenteira de 42 %
e no pepineiro de 93 %. Também foram encontrados resultados positivos por Inbar
et al. (1994), em tratamento de solo com isolado de T. harzianum, nos quais o
pepineiro (aos 18 dias) e pimenteira (aos 30 dias) tiveram aumento significativo
quanto a altura das plantas em 24 e 17 % e peso de massa seca em 25 e 29 %,
respectivamente.

KLEIFELD & CHET (1992) obtiveram resultados positivos na promogéo de
crescimento do pepineiro (massa seca) por isolado de T. harzianum, tanto em solo
autoclavado (26 %) quanto em solo n&o autoclavado (43 %). Ja Ousley et al. (1993)
observaram que apenas um dos dois isolados de T. harzianum apresentou melhor
resultado (5 %) do que a testemunha quanto ao crescimento (massa seca) em
alface.

Isolados de Trichoderma spp. podem agir como promotores de crescimento,
mesmo na presenga de fungos micorrizicos. Calvet et al. (1993), utilizando
tratamentos com a aplicagdo dos fungos micorrizico Glomus mosseae, antagonista
T. aureoviride e o fitopatégeno Pythium ultimum em Tagetes erecta, observaram que
G. mosseae + T. aureoviride aumentaram o peso de massa seca em 100 % e a area
foliar em 55 %, comparado com a testemunha.

A contribuicdo de Trichoderma spp. na germinagao também é comprovada.
Kleifeld & Chet (1992) observaram agéo positiva de isolado de T. harzianum em
tratamento de semente e de solo na germinacéao (5 dias apdés a semeadura) de feijao
em 77 e 100%, rabanete em 58 e 100 %, tomate em 100 e 70 %, pimenta (12 dias
apos a semeadura) em 90% e pepineiro 90 e 100 %, respectivamente, o que
evidenciou que as variagdes nos resultados, neste experimento, sdo decorrentes da
forma de tratamento e da cultura. Ja Ousley et al. (1993) observaram que alguns
isolados de T. harzianum auxiliaram e outros inibiram a germinagao de sementes de

alface.

1.6 — Espermosfera e rizosfera

A semente, ao sair da fase de repouso ou dorméncia e iniciar o processo de
germinagao, exsuda compostos metabdlicos que s&o responsaveis pelas interacdes

planta-microrganismos e microrganismo-microrganismo (LUZ, 1998). De acordo com
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Nelson (2004), a zona microbiolégica dindmica em torno de uma semente em
processo de germinagao no solo é chamada de espermosfera e pode estender-se de
1 a 20 mm da semente (KENNEDY, 1998). O termo espermosfera foi primeiramente
mencionado por Slykhuis (1947) que observou o desenvolvimento de Fusarium
culmorum em torno de sementes em processo de germinagao e constatou que foi
diferente daquele encontrado no solo (NELSON, 2004). Os fungos constituem a
maior parte da biomassa microbiana da espermosfera, embora sejam encontrados
em numero menor do que as bactérias e, além desses, podem ser encontrados
protozoarios, microalgas e nematéides (LUZ, 1998). Segundo Short & Lacy (1974), a
germinagao de clamiddsporos de F. solani f. sp. pisi ocorreu em torno de 5 a 7 mm
da superficie de sementes de ervilha e, principalmente, no local onde ocorreu a
emergéncia da radicula.

A interferéncia na microbiota da espermosfera pode estar relacionada a
fatores como: umidade, temperatura, tipo de solo, exsudato da semente, fertilizantes,
tratamento de sementes, microbiota e interagdo de fatores ambientais (LUZ, 1998;
NELSON, 2004). A concentracdo de componentes especificos do exsudato na
espermosfera é particularmente importante para o crescimento e desenvolvimento
da microbiota, sendo comprovado para patégenos como Fusarium spp. que quanto
maior a concentragdo de exsudatos, maior € a incidéncia da doenga (NELSON,
2004).

O termo rizosfera foi usado, primeiramente, em 1904 para descrever a zona
do solo sob a influéncia das raizes. A rizosfera € dificil de ser demarcada e é a area
de maior atividade microbiana do solo, sendo considerada, para os microrganismos
do solo, como um oasis no deserto (KENNEDY, 1998). De acordo com Fitter &
Garbaye (1994), exceto na superficie, onde existe matéria organica, a maior
atividade bidtica no solo esta na rizosfera, simplesmente porque nédo ha origem de
alimentos para os microrganismos no restante do solo. Bonkowsi et al. (2000),
observando biomassa microbiana, encontraram cerca de 1030 yg Cmic. g~ em solo
rizosférico de cevada e 590 pg Cmic. g”' em solo ndo rizosférico. Segundo Sivan &
Chet (1989), Fusarium oxysporum f. sp. melonis, inoculado em sementes de melao e
F. oxysporum f. sp. vasinfectum, em sementes de algod&do, apresentaram
germinacao de clamiddésporos em solo rizosférico de 43 a 50 % e em solo néo
rizosférico de 25 a 39%, respectivamente. Foram encontradas 4,2 x 10% e 1,5 x 10?

UFC de Trichoderma spp. e 1,900 x 10% e 920 x 10?> UFC de Fusarium spp., em solo
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rizosférico e nao rizosférico, respectivamente, no cultivo do meloeiro (SIVAN &
CHET, 1989).

A rizosfera € uma zona de alterada diversidade microbiana tanto em numero
quanto na atividade dos organismos e complexa interagcdo dos microrganismos com
as raizes. O desenvolvimento das plantas é influenciado pela interagao
microrganismos-raizes, onde se encontram efeitos benéficos: simbiose, antibiose,
biocontrole, fixagado de nitrogénio, promogao de crescimento, estabilizagdo do solo e
disponibilidade de agua; efeitos prejudiciais: doenca e fitotoxicidade; efeitos neutros
ou variaveis: fluxo de nutrientes, liberacdo de enzimas, alelopatia e competicao
(KENNEDY, 1998).

Assim como na espermosfera, existem fatores que influenciam a populacao
microbiana na rizosfera, como propriedades quimicas e fisicas do solo, umidade,
textura do solo, temperatura, pH, microbiota, tipo e quantidade de exsudatos
liberados pela raiz (KENNEDY, 1998).

De acordo com Luz (1998), muitos microrganismos s&o encontrados
igualmente na espermosfera e na rizosfera, sendo que a colonizagao da primeira por
microrganismos geralmente apresenta-se como determinante para a colonizagao da
segunda. Segundo Howell (2003), Trichoderma spp. adicionado no solo ou aplicado

em sementes, cresce rapidamente acompanhando o desenvolvimento da raiz.

1.7 — Dinamica populacional

A dinamica populacional esta relacionada a uma area da ecologia que trata da
“‘dinamica de populagdes” que € o estudo das variagcdes das populacdes de seres
vivos de determinada espécie, com relagao ao tempo e ao espago (ODUM, 1988).

Existem poucos relatos sobre a dinamica populacional de fungos de
importancia agronémica, a campo, sendo que para Fusarium os trabalhos visam
culturas comerciais. O ambiente esta diretamente envolvido nas alteragcdes da
densidade populacional de fungos de solo, pois a sucessao soja-aveia-soja pode ter
sido decisiva para a ocorréncia do aumento da densidade populacional de Fusarium
solani f. sp. glycines, F. oxysporum e F. graminearum, em campo infestado
naturalmente (FREITAS, 2003). Ja no estudo da distribuigdo vertical e temporal de

Fusarium solani em campo infestado naturalmente com F. solani f. sp. glycines,
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observou-se que ocorreu maior densidade de indculo na profundidade de 0 a 15 cm
(localizagao das raizes) e flutuagdo populacional nos diferentes estadios de
desenvolvimento da soja (RUPE et al., 1999). Quanto mais organizada e madura for
a comunidade e/ou quanto mais estavel o ambiente, menor sera a amplitude das

flutuagbes da densidade populacional, com relagéo ao tempo (ODUM, 1988).

1.8 - Ambiente protegido

No Brasil, os plasticos comegaram a ser empregados na produgéo agricola a
partir da década de 70, porém, a partir da década de 80, essa atividade se expandiu
rapidamente, com o sucesso econdmico das primeiras estufas plasticas implantadas
no cinturdo verde de Sao Paulo e cultivadas com hortaligas de consumo nobre como
tomate cereja, meldo rendilhado e pimentdo amarelo, e com flores (VIDA et al.,
2004).

De acordo com dados referentes ao ano de 1998, cerca de 1.390 ha foram
cultivados com hortalicas em estufas no Brasil, sendo Sao Paulo, Parana e Rio
Grande do Sul os estados com maior area de produgao (VECCHIA & KOCK, 1999).
No Rio Grande do Sul, segundo dados da EMATER — Regional de Santa Maria, em
1997, existiam cerca de 800 estufas (17ha) em 32 municipios, com probabilidade de
expansao para outros municipios (DALSASSO, 1997).

A utilizagdo de estufas com filme de polietileno tem sido uma alternativa
técnica e econdbmica para minimizar o efeito negativo das baixas temperaturas no
periodo de inverno rigoroso no sul do Brasil (FERNANDES & MARTINS, 1999). De
acordo com Zambolim et al. (1999), as hortalicas comumente cultivadas em
ambiente protegido na Regido Sul sdo: abobrinha, alface, coentro, meldo, morango,
pepino, pimentdo, salsa e tomate.

Existem varias vantagens no cultivo em estufa, além da protecéo contra os
fatores climaticos externos, comparando-se com o convencional, tais como: maior
precocidade, produtividade e melhor qualidade das hortaligas (ZAMBOLIM et al.,
1999), colheitas na entressafra, controle mais eficiente de pragas e doengas e menor
perda de adubos. A produtividade do cultivo em estufa comparada a “céu aberto” é
maior, haja vista a cultura do pepineiro, que passa de 2.000 para 8.000 kg, por 1000

plantas e a do tomateiro, que passa de 4.000 para 9.000 kg, por 1000 plantas
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(OLIVEIRA et al., 1995).

Dentre as preocupacgdes dos produtores em ambiente protegido estdo as
doencas, que tendem a se tornar mais severas, quando comparadas ao cultivo
convencional principalmente com relagdo a produgao e/ou transplante de mudas que
sofrem tombamento ocasionado por fungos como Pythium spp., Rhizoctonia solani,
Phytophthora spp. e formas especializadas de Fusarium oxysporum (GARCIA-
JIMENEZ, 1998). Os patégenos geralmente sdo beneficiados no ambiente protegido,
pois os fatores ambientais geralmente sdo mais favoraveis ao seu desenvolvimento:
o estado nutricional das plantas, as condigdes de irrigagao, temperatura, a maior
densidade de plantas e o monocultivo (VIDA et al., 2004). O clima na estufa é mais
quente e umido em relacdo ao cultivo convencional, e dentre os fatores ambientais,
estes sdo os que mais influenciam o inicio do desenvolvimento de doengas em
plantas (AGRIOS, 1997).

Os maiores danos tém sido aqueles causados por patégenos radiculares tais
como as murchas, por F. oxysporum (VIDA et al., 2004). Segundo Carvalho et al.
(2003), o cultivo do tomateiro muitas vezes apresenta um aspecto nébmade devido ao
acumulo de in6culo de patégenos como Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici,
agente causador da murcha de fusario. Essa doenga também é citada por Zambolim
et al. (2000) como sendo das principais do tomateiro, em ambiente protegido.
Segundo Melo & Piccinin (1999) a murcha de fusario € uma das principais doengas
do pepineiro em estufa no estado de Sao Paulo, concordando com Zambolim et al.

(2000) que cita como a principal doenga na cultura, em cultivo protegido.
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CAPITULO I
DISTRIBUIGAO ESPACIAL DE Trichoderma E Fusarium EM SOLO
CULTIVADO COM PEPINEIRO E TOMATEIRO, EM HORTA E
ESTUFA.

RESUMO

Fungos como Fusarium spp. e Trichoderma spp. fazem parte da microbiota de
uma gama de solos, sendo alvo de pesquisas sobre sua agdo como fitopatégeno e
agente de biocontrole, respectivamente. Nao existem relatos sobre a distribuigao
espacial dos dois géneros em hortas e estufas para o plantio de olericolas. Os
objetivos desse trabalho foram estudar a distribuicdo espacial dos géneros
Trichoderma e Fusarium em solo rizosférico e nao rizosférico, no cultivo do pepineiro
e tomateiro, em horta e estufa; e quantificar e identificar os isolados de Fusarium
spp. patogénicos as duas culturas. Para isso, foram realizadas 40 coletas de solo
rizosférico (20 raizes de pepineiro e 20 de tomateiro) e 20 de solo nao rizosférico,
em horta e estufa. As suspensdes dos solos foram diluidas, plaqueadas em meio
BDA e os fungos identificados e avaliada sua presenga ou auséncia. Apds, foi
realizado teste de patogenicidade dos isolados de Fusarium spp. encontrados nas
coletas, sendo 118 para o tomateiro e 119 para o pepineiro. Para o tomateiro
encontraram-se diferengas significativas quando se comparou o numero de pontos
de coleta com a presenca de Trichoderma em solo rizosférico (95%) com solo néo
rizosférico (10%), em estufa. O mesmo ocorreu para o pepineiro, pois Trichoderma
foi encontrado em 45% das coletas de solo rizosférico comparado a 10 % em solo
nao rizosférico. Comparando a presenca de Trichoderma e Fusarium nos diferentes
pontos de coleta, tanto no cultivo do tomateiro como do pepineiro, foi encontrada
diferenga significativa apenas em solo ndo rizosférico de estufa, pois foram
encontrados em 10 e 55 % dos pontos de coleta, respectivamente. Quanto ao teste
de patogenicidade foram encontrados cinco isolados de Fusarium sp. patogénicos
ao tomateiro e 6 ao pepineiro. Concluiu-se que Trichoderma e Fusarium fazem parte
da microbiota rizosférica do pepineiro e o tomateiro, em horta e estufa; a populagao
de Trichoderma se concentra em solo rizosférico; e pequena percentagem dos
isolados de Fusarium foi patogénica ao tomateiro e pepineiro, tendo sido
identificados como da espécie Fusarium oxysporum.

Palavras chave: olericolas, rizosfera, ambiente protegido.



48

2.1- INTRODUGAO

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Miil.) e o pepineiro (Cucumis sativus
L.) fazem parte das principais olericolas cultivadas em estufa e horta no Brasil. Um
dos problemas no cultivo dessas olericolas sdo as doengas ocasionadas por fungos
de solo, como as murchas, causadas por Fusarium oxysporum Schlect. Um método
alternativo utilizado contra fungos de solo &€ o controle biolégico a base de
Trichoderma spp. que vem sendo empregado em pequenas areas como hortas e
estufas devido aos problemas econémico, de saude humana, ambiental e deficiéncia
de controle no ambiente solo, enfrentados pelos produtores na utilizagdo de
agroquimicos.

Fungos como Fusarium e Trichoderma fazem parte da microbiota de uma
gama de solos, sendo alvo de pesquisas sobre sua agdo como fitopatdégeno e
agente de biocontrole, respectivamente. Fusarium é um dos géneros mais estudados
na atualidade devido aos sérios problemas econémicos ocasionados pela sua agao
como fitopatdogeno e ampla distribuicdo geografica. Os padrbes de distribuicdo e
densidade populacional podem estar relacionados ao clima (BURGESS et al., 1988),
temperatura, tipo de vegetagéo, microbiota, nutrientes e tipo de solo (SAREMI et al.,
1999).

Os estudos referentes a distribuicdo espacial e populacional de Fusarium sao
relacionados a areas de culturas comerciais, como de soja e trigo. Fusarium solani
(Mart.) Sacc. f. sp. glycines apresentou aumento populacional, em solo nao
rizosférico, pela sucessao soja — aveia — soja (FREITAS, 2003), sendo observada
flutuagdo populacional desse patdogeno em solo rizosférico de soja, durante os
diferentes estagios de desenvolvimento da cultura tendo seu apice no estadio V3
(LUO et al., 2001). Segundo Rupe et al. (1999) a maior concentragao de propagulos
de Fusarium spp. foi encontrada em até 15 cm de profundidade, em solo infestado
naturalmente com o fitopatdogeno. Para o trigo, foi observada variagdo sazonal na
populagdo de Fusarium sp. em solo n&o rizosférico (BATEMAN & MURRAY, 2001).
A preocupagdo em conhecer a distribuicdo espacial de patégenos de solo ocorre
principalmente para grandes culturas, ndao sendo encontrados relatos de pequenas
areas, como hortas e estufas, visando o cultivo de olericolas.

Trichoderma spp. tem sido utilizado como agente de biocontrole contra uma
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gama de fitopatdégenos causadores de doengas em varias culturas (SIVAN & CHET,
1989; TSAHOURIDOU & THANASSOULOPOULOQOS, 2002). Pesquisas mostram a
existéncia de Trichoderma nativo na rizosfera de algumas culturas, como citrus
(GESHEVA, 2002), batata (TSAHOURIDOU & THANASSOULOPOULQOS, 2002),
algodoeiro (SIVAN & CHET, 1989) e tomateiro (LARKIN & FRAVEL, 1998). O
isolamento de possiveis antagonistas geralmente ocorre em solo rizosférico devido a
habilidade dos isolados em habitar esse ambiente (COOK, 1993). Ja para fungos
formadores de esclerddios, muitas vezes utiliza-se a prépria estrutura de resisténcia
como isca para a retirada de antagonistas de solo nao rizosférico (ETHUR et al.,
2005). Embora existam relatos da existéncia de Trichoderma em solo rizosférico e
nao rizosférico, ndo se encontram dados sobre sua distribuicdo espacial em areas
de cultivo.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar a distribuicdo espacial
dos géneros Trichoderma e Fusarium em solo rizosférico e nao rizosférico, no cultivo
do pepineiro e tomateiro, em horta e estufa, e quantificar e identificar os isolados de

Fusarium sp. patogénicos as duas culturas.

2.2- MATERIAL E METODOS

2.2.1 — Distribuicao espacial dos géneros fungicos Trichoderma e Fusarium

2.2.1.1 - Local das coletas

As coletas de solo foram realizadas em estufa e horta, localizadas na area
experimental do Departamento de Defesa Fitossanitaria da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM). A escolha dos locais se deu por serem utilizados em
experimentos com sucessivos cultivos de olericolas, principalmente tomateiro e
pepineiro, e ter-se observado sintomas da ocorréncia de murcha de fusario em

ambas as culturas.
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2.2.1.1.1 — Descri¢ao da estufa

A estufa utilizada no experimento possuia uma area de 200 m? (25 m x 8 m) e
um peé-direito de 2,5 m. A estrutura era do tipo metalica e teto em arco, coberta por

filme de PVC transparente provido de um sistema antigotejo.

2.2.1.2 — Implantagao do experimento

O experimento foi desenvolvido no periodo de dezembro de 2002 a fevereiro
de 2003.

O tomateiro e o pepineiro utilizados foram da variedade cereja e de conserva,
respectivamente, sendo que as sementes (Bionatur®) ndo receberam qualquer tipo
de tratamento.

As mudas de tomateiro e pepineiro foram cultivadas em bandejas de isopor
de 128 células, em substrato comercial (Plantimax®), em estufa. Aos 30 dias apds a
semeadura, as mudas foram transplantadas para 8 camalhdes, em estufa e horta.

Os camalhdes mediam 19 m de comprimento por 45 cm de largura com
intervalo de 55 cm entre os mesmos. Em cada camalhdo, foram plantadas
intercaladas, oito mudas de tomateiro e de pepineiro, em intervalos de 50 cm,
totalizando 16 plantas. O espaco de 50 cm deixado entre as plantas foi necessario
para nao ocorrer contato do sistema radicular entre as duas culturas. Ao longo dos
oito camalhdes foram transplantadas 64 mudas de tomateiro e 64 de pepineiro, em
estufa e horta.

As duas olericolas foram cultivadas intercaladamente para poder observar-se
a ocorréncia de Trichoderma e Fusarium em solo rizosférico de ambas culturas, em
toda a extens&o das areas estudadas.

As plantas da estufa receberam manejo comumente empregado no cultivo
local, ou seja, os camalhbdes foram cobertos por plastico preto (para evitar o
desenvolvimento de plantas daninhas) com irrigagdo diaria de 40 min por
mangueiras com sistema de gotejamento.

Os camalhdes da horta ndo foram cobertos por plasticos e a irrigagéo foi de
acordo com a precipitacao local, salvo os sete dias iniciais quando as mudas foram

regadas diariamente.
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Foram coletadas amostras de solo da estufa e da horta e encaminhadas ao

Laboratério Central de Analises de Solos (UFSM), para analise quimica.

2.2.1.3 — Coletas

Para poder observar a distribuicdo espacial dos géneros Trichoderma e
Fusarium foram realizadas 20 coletas de solo rizosférico do tomateiro e do pepineiro,

e mais 20 de solo nao rizosférico, para estufa e horta (Figura 1).

Figura 1 — Arranjo mostrando os camalhdes com os pontos de coleta de solo
rizosférico do pepineiro (A ) e tomateiro (e), em estufa e horta. Santa Maria — RS.

Para os 80 pontos de coleta de solo rizosférico (horta e estufa) previamente
estipulados, os pepineiros e tomateiros foram retirados do solo, aos 40 dias apds o
transplante, com o auxilio de uma pa de corte tendo-se cuidado em retirar a raiz com
o solo aderido, retirando-se manualmente o solo mais distante das raizes. As raizes
das plantas juntamente com o solo aderido foram colocadas em sacos plasticos e,
apos, a parte aérea foi separada com a utilizagao de um estilete.

As 40 amostras do solo nao rizosférico (horta e estufa) foram retiradas com
um trado, que foi imerso em solugdo com hipoclorito 75 %, no intervalo das coletas.

As coletas foram realizadas na beirada do camalhao entre um pepineiro e tomateiro
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(distante das raizes), na profundidade de 10 cm. Segundo MOORE-LANDECKER
(1996) os fungos sdo mais abundantes nos primeiros 10 cm do solo, sendo que seu
numero e diversidade decrescem com o aumento da profundidade.

Os sacos plasticos contendo as amostras de solo nao rizosférico e de raizes

com solo rizosférico foram conduzidas ao Laboratério de Fitopatologia da UFSM.

2.2.1.4 — Avaliagao da presenca dos fungos

Diluicbes das amostras de solo rizosférico e n&o rizosférico foram realizadas
para a avaliagdo da presencga dos géneros Trichoderma e Fusarium.

O solo rizosférico foi obtido das raizes dos tomateiros e pepineiros, agitando-
se as raizes dentro dos sacos plasticos onde estavam acondicionadas, até a retirada
total do solo.

Para as suspensdes foram pesados 10 g de solo rizosférico e n&o rizosférico
de cada coleta e foram adicionados em frascos de vidro contendo 90 mL de agua
destilada e esterilizada. Os frascos foram colocados em agitador mecanico durante
30 min. A partir desta solugéo original foi realizada diluigdo de 20 vezes, ou seja, 5
mL da solugcédo foram acrescentados em frasco com 95 mL de agua destilada e
esterilizada. Da diluicdo uma aliquota de 1 mL foi espalhada em trés placas de Petri
contendo meio BDA (batata, dextrose e agar). Antes do meio de cultura ser
plagueado acrescentou-se cloranfenicol 10% (5 mL/L). As placas foram incubadas
em camara climatizada a 24 °C, com fotoperiodo de 12 h, durante trés dias.

Apds o periodo de incubagdo os fungos encontrados nas placas foram
identificados, em nivel de género, através de microscopios estereoscopico e 6tico,
com base em bibliografia especializada (BARNETT & HUNTER, 1999).

Além da identificagdo dos géneros Trichoderma e Fusarium nas coletas de
solo rizosférico e nao rizosférico, foi realizado o isolamento e a identificagcao dos
fungos totais encontrados nas placas de Petri para serem utilizados em testes de
biocontrole. Os fungos foram acondicionados em tubos de ensaio contendo meio

BDA e mantidos em refrigeragao a 5 °C.
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2.2.1.5- Registro dos dados meteoroldgicos

A temperatura e umidade relativa do ar foram medidas diariamente por
termohigrégrafo instalado dentro da estufa e para horta os dados foram retirados na
Estacdo Meteoroldgica da UFSM, assim como a precipitagao local.

As médias de temperatura (Tm) e umidade relativa do ar (URm) foram
calculadas de acordo com as formulas Tm = (T9+2.T21+Tmin+Tmax)/5 e URm =
(UR9+UR15+2UR21)/4.

2.2.1.6 - Analise estatistica

Utilizou-se o teste dos sinais para comparar o numero de pontos de coleta
que apresentaram os fungos Trichoderma e Fusarium quanto a localizagao no solo
(rizosférico e ndo rizosférico) e a area (estufa e horta), no cultivo do tomateiro e
pepineiro. O teste dos sinais € binomial e utilizado para comparar elementos entre si
com caracteristicas semelhantes, onde os dados consistem de n pares de
observagdes (xi, yi) que sao pareados de acordo com suas afinidades. A presenca
dos fungos Trichoderma e Fusarium, nos pontos de coleta, foi considerada positivo
(+) e a auséncia negativo (-) e a comparagao ocorreu entre os positivos. Quando n
(numero de coletas) foi menor do que 20 comparou-se direto com 5% e quando foi

maior, realizou-se a aproximagao normal e utilizou-se 5% = 1,96 (CAMPOS, 1983).

2.2.2- Patogenicidade dos isolados de Fusarium spp. ao tomateiro e pepineiro

Para esse teste foram utilizados 46 isolados de Fusarium spp. encontrados
em solo nao rizosférico para as duas culturas, mais 72 e 73 isolados retirados de

solo rizosférico para o tomateiro e pepineiro, respectivamente.

2.2.2.1 — Producéao de indculo

Foram repicados 118 isolados de Fusarium spp. para o tomateiro e 119 para
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o pepineiro em placas de Petri contendo meio NS (NASH & SNYDER, 1962). O meio
seletivo para Fusarium consiste de 20 g de agar, 15 g de peptona, 0,5 g de
MgS04.7H,0, 1,0 g de KH2PO4 e 1 g de quintozene em 1 L de agua. Antes do meio
de cultura ser plaqueado acrescentou-se cloranfenicol 10% (5mL/L). As placas de
Petri contendo os isolados de Fusarium spp. foram incubadas em camara
climatizada a 24 °C, com fotoperiodo de 12 h, durante 7 dias.

Apds o periodo de incubagao, foram adicionados cerca de 3 mL de agua
destilada e esterilizada em cada placa de Petri e a superficie do meio foi raspada
levemente com o auxilio de uma alga de Drigalski liberando micélio e conidios. Com

auxilio da camara de Neubauer determinou-se o niimero de conidios em 10° por mL.

2.2.2.2 — Teste de patogenicidade

Para a realizacao desse teste foram utilizadas sementes de tomateiro (cereja)
e pepineiro (conserva), semeadas em substrato comercial em bandejas plasticas
medindo 29 cm por 43 cm, sem tratamento de sementes. Apds, as bandejas foram
acondicionadas em camara de crescimento, com temperaturas de 26 +2°C, com
fotoperiodo de 12 h.

Aos 14 dias apds a semeadura, 354 plantulas de tomateiro e 357 de pepineiro
foram transplantadas para bandejas de isopor de 128 células preenchidas com
substrato comercial Plantimax®. Apdés o transplante, foi inoculado 1 mL da
suspensao contendo conidios e fragmentos de micélio dos isolados de Fusarium
spp., com o auxilio de uma pipeta volumétrica, no colo das plantulas, em direcéo as
raizes (ROSE et al., 2003). Para o tratamento testemunha do tomateiro e pepineiro
foi aplicado 1mL de agua destilada e esterilizada. Foram realizadas trés repeticoes
(trés plantulas) por tratamento. As bandejas de isopor foram acondicionadas em
camara de crescimento, com temperaturas de 26 +2 °C e fotoperiodo de 12 h.

A avaliagao foi realizada aos 15 e 30 dias apds a inoculagdo do patégeno e
constou da observagdo dos sintomas: plantulas tombadas, folhas amarelecidas e
murchas e colo necrosado.

As raizes ou plantulas inteiras sintomaticas foram coletadas, imersas durante
1 min no alcool (70 %), hipoclorito de sddio (0,5 %), trés imersdes em agua destilada

e esterilizada e deixadas para secar sobre papel filtro. Apds, foram colocadas em
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placas de Petri contendo meio NS para ocorrer a confirmagao do agente causador
da doenca. Os isolados de Fusarium spp. patogénicos as duas culturas foram
reisolados das plantas sintomaticas e preservados em tubos de ensaio contendo
meio NS e mantidos em temperatura de 5 °C.

Os isolados patogénicos foram encaminhados ao Laboratério de Pesquisas
Micoldégicas (LAPEMI) da UFSM para a identificagdo em nivel de espécie. A
identificacdo ocorreu através de analise morfolégica com base em Nelson et al.
(1983) e Ventura (2000).

2.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 — Distribuigao espacial dos géneros Trichoderma e Fusarium

Os géneros Trichoderma e Fusarium foram encontrados nos solos rizosférico
e nao rizosférico, no cultivo do tomateiro e pepineiro (Figura 2), nos ambientes

estufa e horta.
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Figura 2 — Distribuicdo espacial dos géneros Trichoderma e Fusarium em solos
rizosférico e nao rizosférico, no cultivo do pepineiro e tomateiro, nos ambientes

estufa e horta. Santa Maria — RS.

No cultivo do tomateiro, encontraram-se diferencas significativas quando se

comparou o numero de pontos de coleta com a presenca de Trichoderma em solo

rizosférico (19 pontos — 95%) com solo n&o rizosférico (2 pontos — 10%), em estufa

(Tabela 1).
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Tabela 1 — Comparacéao entre solo rizosférico e nao rizosférico quanto ao numero de
pontos de coleta que apresentaram os fungos Trichoderma ou Fusarium, no cultivo
do tomateiro ou pepineiro, em estufa ou horta. Santa Maria — RS.

Solo Tomateiro - estufa
Trichoderma Fusarium
n (+) (-) acal N (+) (-) acal
Rizosférico 20 19 1 3,70° 20 13 7 0,41™
Nao rizosférico 20 2 18 20 11 9
Tomateiro - horta
Trichoderma Fusarium
n (+) (-) acal N (+) (-) acal
Rizosférico 20 14 6 0,39™ 20 17 3 0,35™
Nao rizosférico 20 12 8 20 15 5
Pepineiro - estufa
Trichoderma Fusarium
n (+) (-) acal N (+) (-) acal
Rizosférico 20 17 3 0,04° 20 9 11 0,41™
Nao rizosférico 20 2 18 20 11 9
Pepineiro - horta
Trichoderma Fusarium
n (+) (-) acal N (+) (-) acal
Rizosférico 20 12 8 o" 20 17 3 0,35™
Nao rizosférico 20 12 8 20 15 5

- ns — nao significativo para p < 0,05; s — significativo; acal = a calculado.
- (+) presencga do fungo nos pontos de coleta, (-) auséncia do fungo nos pontos de coleta.

No cultivo do pepineiro, em estufa, também foram encontradas diferencas
significativas quanto a presenca de Trichoderma quando comparado o solo
rizosférico (17 pontos — 85 %) com solo nao rizosférico (2 pontos — 10 %) (Tabela 1).
Na comparagao entre solo rizosférico e n&o rizosférico Sivan & Chet (1989)
encontraram 5,1 x 10° e 2,0 x 10° UFC g' de solo de Trichoderma spp.,
respectivamente, confirmando maior preferéncia do fungo pela rizosfera. A rizosfera
€ um local de grande diversidade, onde ocorre aumento na atividade e numero de
microrganismos e apresenta complexa interacdo dos microrganismos com as raizes
(KENNEDY, 1998).

Nao ocorreram diferengas significativas no numero de pontos de coleta com a
presenca de Trichoderma spp. em solo rizosférico e nao rizosférico, em horta, tanto
para o pepineiro quanto para o tomateiro (Tabela 1). Esse fato pode ser explicado
devido a incorporacdo de restos culturais no solo, pois a area, que continha
tomateiros e plantas daninhas, foi capinada trés semanas antes do plantio das
mudas de pepineiro e tomateiro. Segundo Howell (2003), espécies de Trichoderma

sao facilmente isoladas de solos com restos de vegetais e outras formas de matéria



58

organica.

Tanto para o tomateiro como para o pepineiro, em solo nao rizosférico
também foi encontrada diferencga significativa quanto a presenga de Trichoderma nos
pontos de coleta, nos diferentes ambientes: estufa (2 pontos — 10 %) e horta (12
pontos — 60 %) (Tabela 2). Esse fato pode ter ocorrido devido a falta de umidade
que permaneceu entre os camalhdes, na estufa, pois o sistema de irrigacdo por
gotejamento umedece apenas a regido central e as coletas foram realizadas na
beirada do camalhdo, mostrando que a irrigagdo € mais localizada em ambiente
protegido do que a céu aberto (ZAMBOLIM et al., 2000). O ressecamento do solo foi
observado no momento em que as coletas foram realizadas, pois houve dificuldade

no manuseio do trado, o que ndo ocorreu em solo de horta.

Tabela 2 — Comparacgao entre os ambientes estufa e horta, quanto ao numero de
pontos de coleta de solo rizosférico e nao rizosférico que apresentaram os fungos
Trichoderma ou Fusarium no cultivo do pepineiro ou tomateiro. Santa Maria — RS.

Ambiente Pepineiro — Trichoderma
Solo rizosférico Solo nao rizosférico
n (+) (-) acal n (+) (-) acal
Estufa 20 17 3 0,93" 20 2 18 0,65°
Horta 20 12 8 20 12 8
Pepineiro - Fusarium
Solo rizosférico Solo nao rizosférico
n (+) () acal n (+) () acal
Estufa 20 9 11 1,56 20 11 9 0,78"°
Horta 20 17 3 20 15 5
Tomateiro - Trichoderma
Solo rizosférico Solo nao rizosférico
n (+) (-) acal n (+) () acal
Estufa 20 19 1 0,87"° 20 2 18 0,65°
Horta 20 14 6 20 12 8
Tomateiro - Fusarium
Solo rizosférico Solo nao rizosférico
n (+) (-) acal n (+) () acal
Estufa 20 13 7 0,73™ 20 1 9 0,78™
Horta 20 17 3 20 15 5

- ns — ndo significativo para p < 0,05; s — significativo; acal = a calculado.
- (+) presenca do fungo nos pontos de coleta, (-) auséncia do fungo nos pontos de coleta.

Segundo observacbes de Sivan & Chet (1989), ocorreram diferengcas na
colonizacdo das raizes do meloeiro, algodoeiro e tomateiro, por T. harzianum em
solo irrigado e n&o irrigado, sendo que na escassez de agua, mesmo em solo

rizosférico, o agente de biocontrole apresentou redugédo populacional em torno de
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40%, demonstrando dificuldade em se manter no ambiente.

Os nutrientes encontrados no solo de horta podem ser outra variavel que
interferiu para o melhor desenvolvimento de Trichoderma nesse ambiente. Os solos
dos dois ambientes apresentaram caracteristicas quimicas diferentes, pois em solo
de horta ocorreu maior concentragédo de ferro e potassio, além de matéria orgénica,
embora tenha sido encontrada menor concentragao de fésforo (Quadro 1). A baixa
concentracdo de ferro no solo acarretou dificuldade no desenvolvimento e
estabelecimento de T. hamatum na rizosfera de plantas de ervilha (HUBRARD et al.,
1983).

Caracteristicas Horta Estufa
Textura 3 4
Argila (% m/V) 27 24
pH (agua) 5,5 6,2
Mat. Orgéanica (% m/V) 3,4 25
P (mg/L) 37,7 69,5
K (mg/L) 152,0 38,0
Ca (cmol./L) 6,4 7.9
Mg (cmol./L) 2,6 29
Al (cmol//L) 0,0 0,0
CTC (cmol./L) 9,4 10,9
S (mg/L) - -
Na (mg/L) - -
Fe (mg/L) 210,7 115,3
Mn (mg/L) 8,2 -
Cu (mg/L) 1,7 1,3
Zn (mg/L) 2,9 6,0
B (mg/L) - -

Quadro 1 — Caracteristicas quimicas dos solos de horta e estufa, onde ocorreram as
coletas de solo rizosférico e néo rizosférico. Santa Maria — RS.

Isolados de Fusarium spp. foram encontrados em horta e estufa, em solo
rizosférico e nao rizosférico, mas tanto na cultura do tomateiro como na do pepineiro
nao foram encontradas diferengas significativas quanto ao numero de coletas que
apresentaram o fitopatdégeno (Tabela 2).

Quanto a comparacéao entre Trichoderma e Fusarium nos diferentes pontos
de coleta, tanto no cultivo do tomateiro como do pepineiro, encontraram-se
diferencgas significativas apenas em solo nao rizosférico de estufa (Tabela 3), pois os
dois géneros foram encontrados em 2 (10 %) e 11 (55 %) pontos de coleta,

respectivamente. Pode-se inferir que o fitopatdgeno apresentou maior capacidade
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de resistir ao ambiente, ja que o solo mostrava-se mais seco nesse ambiente, e isso
pode estar relacionado com a formacao de clamidésporos. Os clamidésporos
representam a principal forma de sobrevivéncia de espécies de Fusarium no solo,
pois sobrevivem a agao de microrganismos e podem permanecer dormentes por
longos periodos de tempo na auséncia do hospedeiro (AMORIM, 1995; ZAMBOLIM
et. al., 2000).

Tabela 3 — Comparacdo entre os géneros Trichoderma e Fusarium quanto ao
numero de pontos de coletas nos quais foram encontrados em solo rizosférico ou
nao rizosférico, no cultivo do tomateiro ou pepineiro, em estufa ou horta. Santa
Maria-RS.

Fungos Tomateiro - estufa
Solo rizosférico Solo nao rizosférico
n (+) (-) acal n (+) (-) acal
Trichoderma 20 19 1 1,06"° 20 2 18 0,11°
Fusarium 20 13 7 20 11 9
Tomateiro - horta
Solo rizosférico Solo nao rizosférico
n (+) () acal n (+) () acal
Trichoderma 20 14 6 053™ 20 12 8 0,58 "
Fusarium 20 17 3 20 15 5
Pepineiro - estufa
Solo rizosférico Solo nao rizosférico
n (+) () acal n (+) (-) acal
Trichoderma 20 17 3 1,56" 20 2 18 0,11°
Fusarium 20 9 11 20 11 9
Pepineiro - horta
Solo rizosférico Solo nao rizosférico
n (+) () acal n (+) (-) acal
Trichoderma 20 12 8 0,93™ 20 12 8 0,58 "
Fusarium 20 17 3 20 15 5

- ns — ndo significativo para p < 0,05; s — significativo; acal = a calculado.
- (+) presenca do fungo nos pontos de coleta, (-) auséncia do fungo nos pontos de coleta.

Mesmo com as diferengas encontradas entre Trichoderma e Fusarium quanto
a sua distribuicdo no solo, observou-se que estiveram ausentes, simultaneamente,
em nove pontos de coleta (45 %) de solo n&o rizosférico, em estufa (Figura 1). O
mesmo ocorreu apenas em um ponto de coleta (5 %) na horta, demonstrando que a
forma de irrigacao utilizada no ambiente protegido pode ter interferido para a maior
auséncia dos dois géneros fungicos nesse ambiente. Além disso, a temperatura
média encontrada na estufa foi de 30 °C (Figura 3), mais alta do que a encontrada

na horta que ficou em 25 °C (Figura 4), sendo que essa diferenga pode ter
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influenciado na auséncia dos fungos em solo nao rizosférico, na estufa, pois, aliada

a forma de irrigacao, pode ter acarretado maior ressecamento do solo.
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Figura 4 — Médias de temperatura (Tm) e Umidade relativa do ar (URm), em horta,
no periodo de janeiro a fevereiro de 2003. Santa Maria — RS.

Trichoderma e Fusarium foram constantemente encontrados em solo
rizosférico do tomateiro e pepineiro, demonstrando serem habilidosos habitantes da
rizosfera. Gesheva (2002) também encontrou os dois géneros fungicos na rizosfera
de citrus e Sivan & Chet (1989) observaram a competicdo entre T. harzianum e F.

oxysporum na colonizagao da rizosfera do meloeiro, algodoeiro e tomateiro.
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2.3.2 — Patogenicidade dos isolados de Fusarium spp. ao tomateiro e pepineiro

Dos 118 isolados de Fusarium spp. utilizados no teste de patogenicidade para
o pepineiro foram encontrados trés isolados em solo rizosférico de estufa e de horta,
totalizando seis isolados patogénicos para essa cultura (5%). Ja para o tomateiro,
dos 119 isolados de Fusarium spp. foram patogénicos apenas trés isolados de solo
rizosférico de estufa e dois de solo rizosférico de horta, totalizando cinco isolados
(4%). Nao foram encontrados isolados patogénicos as duas culturas em solo nao
rizosférico, tanto de horta quanto de estufa.

Os isolados patogénicos as duas culturas foram identificados como Fusarium
oxysporum, sendo que o principal sintoma observado nas mudas foi de murcha
generalizada.

Observou-se que os isolados de F. oxysporum patogénicos ao tomateiro e
pepineiro foram encontrados em solo rizosférico e que as plantas hospedeiras
(coletadas) ndao manifestavam sintomas da doenga. Péde-se constatar que, apesar
da presenca do hospedeiro e do patdogeno, o meio ambiente teve posi¢cao decisiva
para que nao ocorresse doenga. Segundo Bedendo (1995), os fatores ambientais
podem determinar o grau de predisposi¢cdo do hospedeiro, influenciando desde o
estabelecimento da doenga numa cultura até o desencadeamento da epidemia.

A maior parte dos isolados de Fusarium spp. (95 %), retirados inclusive de
solo rizosférico, ndo foram patogénicos ao tomateiro e pepineiro, sendo que os
mesmos podem ser de espécies nao patogénicas ou formae speciales diferentes.
Fusarium spp. € um patégeno dificil de ser controlado devido a sua sobrevivéncia na
rizosfera de plantas ndo hospedeiras e saprofiticamente em restos culturais (LUO et
al., 2001; NETTO & DHINGRA, 1999 ).

2.4- CONCLUSOES

Concluiu-se que:
- Trichoderma e Fusarium fazem parte da microbiota rizosférica do pepineiro e

o tomateiro, em horta e estufa;
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- a populagao de Trichoderma se concentra em solo rizosférico;
- pequena percentagem dos isolados de Fusarium foi patogénica ao tomateiro

e pepineiro, tendo sido identificados como da espécie Fusarium oxysporum.
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CAPITULO 1l
SELEGAO MASSAL DE ANTAGONISTAS FUNGICOS A Fusarium
solani E Fusarium oxysporum EM SUBSTRATO.

RESUMO

O meétodo utilizado para a selecdo de antagonistas eficazes contra fungos de solo
como Fusarium solani e Fusarium oxysporum é de extrema importancia para um
programa de biocontrole. Utilizam-se geralmente testes in vitro para a selegéo inicial
de agentes de biocontrole e ndo se encontra na literatura metodologia que utilize
solo e/ou substrato. Assim, os objetivos deste trabalho foram realizar a selegéo
massal de isolados fungicos antagdnicos a Fusarium solani e Fusarium oxysporum
em substrato, para serem utilizados em programas de controle bioldgico, e
identificar, em nivel de espécie, os isolados fungicos mais efetivos. Foram realizados
dois experimentos de selegéo, o primeiro para um isolado de F. solani e o segundo
para dois isolados de F. oxysporum. No primeiro, utilizaram-se 98 possiveis
antagonistas fungicos, dos géneros Trichoderma (73 isolados), Penicillium (14),
Aspergillus (7) e Cladosporium (4) e, no segundo, 15 isolados fungicos, sendo nove
do género Trichoderma, dois de Aspergillus, dois de Penicillium e dois de
Cladosporium. Foi inoculado 1 mL da suspensao do fitopatégeno (106 esporos/mL)
em substrato, dentro de copos plasticos. Depois de cinco dias, apds ter ocorrido a
colonizagao do substrato pelo patégeno, foi acrescentado 0,5 mL da suspenséo dos
demais fungos (10® esporos/mL). Apés nove dias contou-se o nimero de unidades
formadoras de colénia (UFC) de Fusarium solani e F. oxysporum em meio Nash &
Snyder. Apés, foi realizada a confrontacdo direta de trés isolados de Trichoderma
selecionados nos experimentos anteriores, com os trés isolados de Fusarium. Os
trés isolados de Trichoderma foram identificados em nivel de espécie. Como
resultado, dos 98 isolados utilizados contra F. solani, 43% nao diferiram da
testemunha e 57% reduziram o seu desenvolvimento em substrato, sendo que os
trés melhores isolados fungicos foram do género Trichoderma. Os trés isolados de
Trichoderma selecionados para F. solani também foram eficientes para os dois
isolados de F. oxysporum. Na confrontagado direta os trés isolados de Trichoderma,
embora tenham apresentado variacbes de antagonismo com relagcdo aos trés
isolados de Fusarium, mostraram-se eficientes. Concluiu-se que a metodologia
empregada na selecdo de isolados fungicos antagbnicos a fungos de solo, em
substrato, pode ser considerada uma alternativa viavel na busca de antagonistas
eficientes na reducao da populagdo desses patdégenos em seu ambiente; e os trés
isolados selecionados como antagonistas a F. solani e F. oxysporum sao da espécie
Trichoderma harzianum.

Palavras chave: biocontrole, fungos de solo, Trichoderma spp.



67

3.1- INTRODUGAO

Fusarium solani (Mart.) Hans e F. oxysporum Schlecht sado fitopatégenos
habitantes do solo causadores de podriddes de raiz e murchas, respectivamente.
Esses patégenos sdo muito estudados devido aos danos econdmicos causados no
setor agricola e sua distribuicdo ser cosmopolita (GHINI & NAKAMURA, 2001).

O controle das doencgas causadas por patdégenos de solo é dificultado devido
a esse ser um ambiente complexo, no qual as medidas de controle tém sua
eficiéncia prejudicada ou sua aplicagdo dificultada (BEDENDO, 1995). Mesmo
assim, o controle quimico é a forma de controle de fitopatdégenos mais empregada,
porém devido a retirada do brometo de metila do mercado e os danos causados na
microbiota benéfica (GHINI, 1993), além de residuos no ambiente, tem-se utilizado o
controle biolégico como alternativa viavel.

O controle biolégico ocorre naturalmente nos solos, em maior ou menor
escala, dependendo de uma gama de variaveis, que vai desde 0s organismos
envolvidos até suas propriedades fisicas. Um dos pontos centrais na busca do
controle biologico efetivo de fungos de solo € o antagonista, pois, segundo Ghini &
Kimati (1989), as chances de sucesso nos programas de controle biolégico estdo no
isolamento e selegao de microrganismos antagonicos.

Dos trabalhos que visam a selegédo de antagonistas fungicos a fitopatogenos,
a maior parte ocorre com testes in vitro na auséncia de solo ou substrato, que de
acordo com Ghini & Nakamura (2001), nem sempre apresentam correlagdo com os
resultados obtidos em condi¢gdes de campo. A explicagdo da maioria dos trabalhos
incluirem inicialmente testes em laboratério, segundo Mariano (1993), é que por
serem mais faceis e rapidos que os efetuados com solo, permitem que uma grande
populagao seja avaliada.

As pesquisas com Trichoderma, que € o género fungico mais utilizado na
atualidade como agente de biocontrole de patdégenos de solo, nos revelam que os
testes in vitro s&o mais utilizados para selegdo em massa de isolados antagonistas.
Basicamente os testes utilizados sdo pareamento de culturas (confronto direto) e
detecgdo de metabdlitos volateis e nao volateis, todos realizados em meios de
cultura a base de agar (BELL et al., 1982; ASKEW & LAING, 1994; PATRICIO et al.,
2001; DAL BELLO et al.,, 2002; ETHUR, et al. 2005). Quando poucos isolados
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fungicos estdo envolvidos, podem-se utilizar testes in vivo no inicio do processo de
selecdo, como tratamento de sementes ou de solo/substrato (REIS, et al., 1995;
NORONHA, et al., 1996).

Nao existe relato de testes desenvolvidos em laboratério que visem a selecéo
massal de microrganismos com potencial antagbnico contra fungos de solo,
realizados na presencga de solo e/ou substrato. De acordo com Howell (2003) muitos
dos mecanismos importantes no controle biolégico ndo podem ser analisados em
placas de Petri, pois o desenvolvimento e a agdo de antagonistas deve ser em
condicbes de temperatura, umidade e disponibilidade de nutrientes proximos aos
encontrados na natureza. Uma alternativa a selecao in vitro, para a supressividade
de solos contra Fusarium, foi proposta por Toyota et al. (1996) e Ghini & Nakamura
(2001), baseando-se no desenvolvimento do patdégeno sobre agregados de solo
previamente colonizados por possiveis antagonistas, sendo que a dificuldade de
colonizacao do solo pelo patégeno identificaria os melhores antagonistas.

O aprimoramento de metodologias empregadas nos trabalhos de pesquisa
sobre métodos alternativos de controle de patdégenos veiculados pelo solo é
fundamental para o desenvolvimento de alternativas viaveis ao seu controle (GHINI
& NAKAMURA, 2001). Nesse contexto, os objetivos deste trabalho foram realizar
selecdo massal de isolados fungicos antagdnicos a Fusarium solani e Fusarium
oxysporum em substrato, para serem utilizados em programas de controle biolégico,

e identificar, em nivel de espécie, os isolados fungicos mais efetivos.

3.2 - MATERIAL E METODOS

3.2.1 — Isolados dos patdgenos e possiveis antagonistas

O isolado de Fusarium solani f. sp. chrysanthemi (STEFANELO, 2004) foi
fornecido pelo Departamento de Defesa Fitossanitaria da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM). Os dois isolados de F. oxysporum, causadores de murcha,
foram reisolados do pepineiro (HPSR9) e do tomateiro (HTSR11) com sintomas da

doenca, tendo sido coletados em solo rizosférico das respectivas culturas, em horta
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(Capitulo 11).

Os 98 isolados fungicos de possiveis antagonistas foram obtidos de 20 pontos
de coleta de solo rizosférico e nao rizosférico no cultivo do tomateiro e pepineiro, em
horta e estufa de area experimental do Departamento de Defesa Fitossanitaria da

Universidade Federal de Santa Maria (Capitulo II).

3.2.2 — Selecao de antagonistas a Fusarium solani em substrato

Foram utilizados 98 isolados fungicos de possiveis antagonistas, dos géneros:
Trichoderma (73 isolados), Penicillium (14), Aspergillus (7) e Cladosporium (4) e um
isolado de Fusarium solani. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com 99 tratamentos, com quatro repeticoes.

O fitopatdégeno foi repicado para placas de Petri contendo meio NS (Nash &
Snyder - 20 g de agar, 15 g de peptona, 0,5 g de MgS0,4.7H,0, 1,0 g de KH2PO4, 1 g
de quintozene e 1 L de agua) que foram deixadas em incubadora a 24 °C por 7 dias.
Apos, foram acrescentados 3 mL de agua destilada e esterilizada por placa e com o
auxilio da alga de Drigalsky o micélio e esporos foram removidos formando uma
suspensdo. As suspensdes foram ajustadas para 10° esporos/mL contados em
camara de Neubauer.

Dois gramas de substrato Plantimax® foram adicionados em copos plasticos
com capacidade para 50 mL. Apds, foi inoculado 1 mL da suspensdo do
fitopatogeno no substrato e os copos foram fechados com papel filme e papel
manteiga. Os copos foram deixados em temperatura ambiente e a cada dois dias foi
acrescentado 1 mL de agua destilada e esterilizada para evitar o ressecamento do
substrato.

Depois de cinco dias da inoculagdo do patégeno, apos ter ocorrido,
supostamente, a colonizacdo do substrato, foi acrescentado 0,5 mL da suspensao
dos possiveis antagonistas fungicos (10® esporos/mL) retirados com o auxilio de alga
de Drigalsky de placas de Petri contendo meio BDA (batata, dextrose e agar), e para
o tratamento testemunha foi aplicado 0,5 mL de agua destilada e esterilizada. Apos
nove dias os dois gramas de substrato dos copos foram acrescentados a frascos de
vidro com 98 mL de agua destilada e esterilizada e colocados em agitador mecanico

por 30 minutos. A partir desta solugao original foi feita diluigdo de 20 vezes, ou seja,
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5 mL da solugcao foram acrescentados em frasco com 95 mL de agua destilada e
esterilizada (FREITAS, 2003). Dessa diluicao uma aliquota de 1 mL foi espalhada
em placas de Petri contendo meio NS, para 4 placas. Antes do meio de cultura ser
plaqueado acrescentou-se 5 mL de cloranfenicol 10% para cada 1 L de meio. As
placas foram incubadas em camara climatizada a 24 °C, com fotoperiodo de 12h,
durante sete dias.

Ap0s o periodo de incubacéo foi contado em cada placa o numero de colbénias
de Fusarium e calculado o numero de unidades formadoras de colénia (UFC)/g de

substrato.

3.2.3 — Acao de isolados fungicos sobre Fusarium oxysporum em substrato

O objetivo desse experimento foi selecionar isolados fungicos para o
biocontrole de F. oxysporum e comparar a agao dos trés isolados de Trichoderma
selecionados no experimento anterior, contra F. solani.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 16 (testemunha e 15 isolados fungicos) x 2 (isolados HPSR9 e HTSR11 de F.
oxysporum), com 4 repeticdes. Foram utilizados 15 isolados fungicos dos géneros
Trichoderma (9 isolados), Penicillium (2), Aspergillus (2) e Cladosporium (2); e dois
isolados de Fusarium oxysporum. A escolha dos possiveis antagonistas fungicos
utilizados nesse experimento foi baseada em sorteio de dois isolados para cada
género, sendo que para Trichoderma foram sorteados seis mais os trés isolados que
apresentaram melhor desempenho no experimento anterior.

O experimento foi desenvolvido e conduzido de acordo com o anterior.

3.2.4 — Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e ao teste
de Tukey a 5%, para a comparagao de médias. As médias em UFC de F. solani e F.
oxysporum foram transformadas para LOG1o (UFC + 1). As analises foram realizadas
com o auxilio do programa estatistico SOC (EMBRAPA - 1986).
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3.2.5 — Pareamento de culturas

O confronto direto € um dos testes in vitro mais utilizado na selecdo massal
de isolados fungicos para serem usados em controle biolégico. Assim, procurou-se
analisar e comparar a acao dos isolados de Trichoderma entre os experimentos.
Realizou-se o pareamento de um isolado de F. solani e dois de F. oxysporum com
os isolados HTSR5, ETSR20 e ETSR8 de Trichoderma sp. selecionados nos
experimentos anteriores, de acordo com metodologia sugerida por Bell et al. (1982)
e Mariano (1993).

Discos de meio contendo micélio e esporos do patégeno foram colocados em
uma das extremidades de placas de Petri contendo meio BDA (batata, dextrose e
agar) e apos 48 h foram acrescentados os discos dos isolados de Trichoderma sp.
na outra extremidade, com 4 repeticbes. As placas foram deixadas em camara
climatizada a 22 °C, com fotoperiodo de 12h.

As avaliagbes foram realizadas apds treze dias do acréscimo do patdgeno, de
acordo com os critérios propostos por Bell et al. (1982) de notas e classes de
antagonismo. Escala de notas: 1 (antagonista cresce por toda a placa de Petri), 2
(antagonista cresce sobre 2/3 da placa), 3 (antagonista e patégeno crescem até a
metade da placa), 4 (patdégeno cresce sobre 2/3 da placa) e 5 (patégeno cresce por
toda a placa de Petri). Além de notas, os mesmos autores sugerem classes de
antagonismo, considerando que para um isolado ser tido como antagonista eficiente
deveria apresentar média de notas menor ou igual a 2 e para ser um antagonista

ineficiente a média seria maior ou igual a 3.

3.2.6 — ldentificagao dos isolados de Trichoderma

A identificagdo, em nivel de espécie, dos isolados HTSR5, ETSR20 e ETSRS8
de Trichoderma foi realizada com base no aspecto macroscopico e microscépico das
colénias em meio BDA.

Para a analise macroscopica os fungos foram repicados para placas de Petri
contendo meio BDA e deixados em camara climatizada a 22 °C, com fotoperiodo de
12 h. A avaliagdo constou do tempo (dias) que os isolados levaram para apresentar
crescimento micelial total, isto €, para se desenvolver por toda a placa de Petri.

Para as medigdes e fotografias dos conidios e conidiéforos foi realizado o
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método de cultura em Iamina. Laminas foram autoclavadas dentro de placas de Petri
de vidro durante 45 min. Apds, adicionaram-se quatro gotas de meio de cultura BDA
com o auxilio de uma pipeta volumétrica, no centro da Iamina. Sobre o meio de
cultura foi acrescentada, com uma alga, uma pequena quantia de micélio e esporos
do fungo e, apds, cobriu-se com uma laminula flambada. Foram feitas quatro
repeticdes por isolado.

As placas de Petri contendo as laminas foram deixadas em camara
climatizada com temperatura de 22 °C, fotoperiodo de 12 h, durante quatro dias.
Apos, foram retiradas e analisadas em microscépio 6tico, quando foram fotografados
os conidios, fialides e conidiéforos dos respectivos isolados de Trichoderma.

As medigbes das estruturas dos isolados fungicos foram realizadas com o
auxilio de uma ocular com escala micrométrica (K7492) com aumento de 15 vezes.
Foram medidos diametros de conidios, comprimento de fialides localizadas na base
e na extremidade dos conidioforos, espago entre a insercdo das fidlides no
conidioforo e largura de fialides; tendo sido medidas 40 estruturas (dez por Iamina)
para cada isolado de Trichoderma. Observagbes a respeito da morfologia de
conididforo, fialide e conidio, ocorréncia de clamiddsporos, ramificagcdo e numero de
fialides por insergcédo no conidiéforo, também foram realizadas.

A identificagdo dos trés isolados de Trichoderma foi realizada conforme a
descricdo morfolégica e chave analitica proposta por Bissett (1991) que tem como
base a forma e o didmetro de conidios, tipo de ramificagdo dos conidiéforos e o

modo de disposigao das fialides.

3.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 — Selegéo de antagonistas fungicos a Fusarium solani em substrato

Dos 98 isolados fungicos utilizados como possiveis antagonistas, 42 (43 %)
nao diferiram da testemunha, e os demais isolados reduziram significativamente o
desenvolvimento do patégeno, sendo que trés do género Trichoderma apresentaram

os melhores resultados (Tabela 4).
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Tabela 4 — Sobrevivéncia de Fusarium solani (Log,, UFC/g de substrato) em substrato
tratado com possiveis antagonistas fungicos do género Trichoderma, Penicillium, Aspergillus
e Cladosporium. Santa Maria — RS.

Isolado fungico  F. solani—Log1, UFC/g Isolado fungico F. solani — Log UFC/g

substrato substrato
HS17 -1*** (P)****  10,865" a ETSR10-2 (T) 9,416 bcdefghijkim
ES18-2 (A) 10,362 ab ETSR1-4 (T) 9,411 bcdefghijkim
HS19-2 (C) 10,360 ab ETSR11-4(T) 9,401 becdefghijkim
EPSR5-3 (A) 10,356 ab HTSR19-5 (T) 9,364 bcdefghijkimn
TESTEM 10,318 abc ETSR14-3 (T) 9,331 bcdefghijkimno
HS15-1 (A) 10,314 abc EPSR7-1(T) 9,286 bcdefghijkimno
HS17-1 (C) 10,309 abc HPSR3-1 (T) 9,232 bcdefghijkimnop
HS13-3 (A) 10,302 abc EPSR20-1(T) 9,224 bcdefghijklmnop
HS7-2 (P) 10,301 abc EPSR3-2 (T) 9,187 bcdefghijkimnopq
ETSR12-1 (C) 10,289 abc EPSR13-2 (T) 9,167 bcdefghijklmnopgr
HS16-2 (P) 10,286 abc EPSR5-2 (T) 9,161 bcdefghijklmnopgr
HTSR9-2 (C) 10,267 abc EPSR9-2 (T) 9,132 bcdefghijklmnopgr
HTSR15-2 (A) 10,264 abc HPSR11-3 (T) 9,123 bcdefghijklmnopqrs
ETSR20-4(T) 10,264 abc HPSR1-1 (T) 9,099 bcdefghijkimnopqrst
ETSR2-3 (A) 10,263 abc HPSR6-3 (T) 9,034 cdefghijkimnopgrst
ES12-2 (A) 10,246 abcd EPSR16-1(T) 8,967 defghijkimnopqrstu
HPSR6-2 (P) 10,229 abcd ETSR20-3 (T) 8,966 defghijklmnopqrstu
HS3-3 (T) 10,095 abcde ETSR7-1 (T) 8,900 efghijklmnopqrstu
HTSR3-2 (P) 10,029 abcdef ETSR4-3 (T) 8,899 efghijklmnopqrstu
ETSR12-4 (P) 10,028 abcdef HPSR15-5 (T) 8,868 efghijkimnopqgrstuv
ETSR20-2 (T) 9,995 abcdefg HS10-1 (T) 8,847 efghijklmnopqrstuv
ES17-3 (P) 9,990 abcdefg EPSR9-3 (T) 8,836 efghijkimnopgrstuv
HS2-3 (T) 9,988 abcdefg HS7-3 (T) 8,813 efghijklmnopqgrstuvw
HTSR5-3 (P) 9,970 abcdefg ETSR9-2 (T) 8,811efghijkimnopgrstuvw
HTSR11-2 (T) 9,875 abcdefg ETSRG6-1 (T) 8,791 fghijkimnopgrstuvw
ETSR15-3 (P) 9,869 abcdefgh ETSR2-2 (T) 8,784 fghijkimnopgrstuvw
HPSR14-2 (P) 9,861 abcdefgh ES7-2 (T) 8,761 fghijkimnopgrstuvw

HPSR17-1 (P)

9,832 abcdefgh

EPSR11-1 (T)

8,736 ghijkimnopgrstuvw

ES15-2 (T) 9,831 abcdefgh ETSR16-1(T) 8,595 hijkimnopgrstuvwx
EPSR1-3 (P) 9,793 abcdefghi HS8-2 (T) 8,538 ijkimnopgrstuvwx
ES3-1 (T) 9,751 abcdefghi HPSR18-3 (T) 8,536 ijkimnopqgrstuvwx

EPSR19-2(T)

9,733 abcdefghi

ETSR11-3 (T)

8,391 jkimnopgrstuvwx

HTSR12-1 (T) 9,681 abcdefghij EPSR8-2 (T) 8,319 kimnopgrstuvwx
ETSR9-1 (T) 9,664 abcdefghij ES16-1 (T) 8,251 mnopgrstuvwxy
HTSR8-1 (T) 9,658 abcdefghij ETSR18-2 (T) 8,130 mnopgqrstuvwxy
HTSR12-4 (P) 9,657 abcdefghij HS16-4 (T) 8,127 mnopgrstuvwxy
ETSR4-2 (T) 9,651 abcdefghij ETSR13-3 (T) 8,125 mnopgrstuvwxy
ES9-1 (P) 9,651 abcdefghij HPSR19-1 (T) 8,101 nopgrstuvwxy
EPSR2-4 (T) 9,647 abcdefghij ETSR20-1 (T) 8,062 opqgrstuvwxy
EPSR11-3 (T) 9,636 abcdefghij HPSR17-2 (T) 7,955 pqgrstuvwxy
ETSR7-1 (T) 9,619 abcdefghij HS4-1 (T) 7,898 grstuvwxy
EPSRG6-1(T) 9,616 abcdefghij EPSRG6-3 (T) 7,881 rstuvwxy
ES12-1 (T) 9,583 abcdefghijk HS1-3 (T) 7,833 stuvwxy
ETSR3-2 (T) 9,570 bcdefghijk EPSR19-1 (T) 7,826 tuvwxy

ES4-2 (T) 9,538 bcdefghijkl ETSR5-1 (T) 7,732 uvwxy

HS20-2 (T) 9,529 bcdefghijkl ETSR1-2 (T) 7,601 vwxy
HPSR13-1(T) 9,492 bcdefghijkl ETSR8-2 (T) 7,529 vwxy

ES17-1 (T) 9,465 bcdefghijkl ETSR20-1 (T) 7,412 xy

HTSR16-2 (T) 9,451 bcdefghijkl HTSR5-1 (T) 7,010y

HTSR4-1 (T) 9,426 bcdefghijkl

*Média da leitura de 4 placas. Médias seguidas por mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

**HS17 -1 — (H) horta, (S) solo nao-rizosférico (17) n° da coleta e (1) n° do isolado fungico retirado da coleta. (E)

estufa; (P) pepineiro; (T) tomateiro; (SR) solo rizosférico.
*** Género fungico - (T) Trichoderma; (P) Penicillium; (A) Aspergillus; (C) Cladosporium.




74

Os isolados do género Trichoderma foram mais efetivos na reducédo da
populacdo de Fusarium solani, quando comparados com os géneros Penicillium,
Aspergillus e Cladosporium (Tabela 4). Ao contrario de Ghini & Nakamura (2001)
que, em experimento utilizando microcosmos e com acréscimo anterior dos
antagonistas ao patoégeno (F. oxysporum f. sp. phaseoli Kendrich & Snyder),
encontraram maior reducédo na populagao do patdégeno com isolados de Penicillium
sp. do que com Trichoderma sp. Ja Toyota et al. (1996), em trabalho semelhante ao
anterior (com microcosmos), utilizando como patégeno F. oxysporum f. sp. raphani
Kend. et. Snyd., encontraram maior reducao da populagéo do patégeno com isolado
de Trichoderma viride, seguido por Penicillium claviforme e por Cladosporium
herbarum.

Foram selecionados, através desse método, trés isolados de Trichoderma,
HTSR5, ETSR20 e ETSR8, com potencial antagbnico a Fusarium solani (Tabela 4),
sendo que os mesmos foram retirados de solo rizosférico do tomateiro cultivado em
horta e estufa. Pode-se sugerir que o tipo de ambiente (horta e estufa) ndo interferiu
na escolha dos isolados, mas sim, as variaveis, tipo de solo (rizosférico) e cultura
(tomateiro).

Pode-se inferir que os isolados fungicos encontrados em solo rizosférico
foram mais eficientes no controle de Fusarium solani do que os de solo nao
rizosférico. Liang et al. (1996) e Dal Bello et al. (2002) preconizaram que os
microrganismos, por habitarem a rizosfera, apresentam consideravel potencial
antagdnico na protecao de sementes e raizes contra patdégenos de solo.

As plantas apresentam microbiota rizosférica propria que pode variar de
acordo com as etapas do seu ciclo de vida e é influenciada por uma gama de
variaveis. Gesheva (2002) encontrou diferenca em UFC de fungos, bactérias e
actinomicetos na rizosfera do limoeiro e da laranjeira e, também, na ocorréncia de
quatro espécies de actinomicetos.

Deve-se ressaltar, porém, que por esse método ndo apresentar um
patossistema completo, semelhante a metodologia desenvolvida por Ghini &
Nakamura (2001), a selegcao baseia-se num efeito direto dos antagonistas na
reducao da populagdo do patdogeno em substrato. Segundo Toyota et al. (1996) uma
estratégia para controlar a doenga é prevenir a proliferacdo do patégeno no solo ou
diminuir sua densidade populacional.

A densidade populacional do patégeno influencia na incidéncia e severidade
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de doencas juntamente com outras variaveis, dentre as quais, temperatura (LANDA,
2001), pH do solo e genética do hospedeiro. Segundo Cook & Baker (1983) ocorre
pouca ou nenhuma incidéncia de doenga em solos onde a populacédo de Fusarium
sp. fica entre 100 e 6000 UFC/g™" de solo. Landa et al. (2001) demonstraram que a
densidade de inéculo de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (Padwick) Matuo & K.
Sato influenciou na incidéncia de murcha em grao-de-bico (Cicer arietinum L.). Van
Bruggen et al. (1986) também observaram que o aumento na densidade de inoculo
de Rhizoctonia solani era proporcional ao aumento de damping-off de pré e pos-
emergéncia no feijoeiro.

Para se conhecer o efeito dos isolados de Trichoderma selecionados quanto a
fusariose deve-se realizar testes in vivo, com os hospedeiros, pois a inducédo de
resisténcia € uma das formas de acdo de microrganismos utilizados em controle
biolégico (YEDIDIA et al., 1999). Além de agir diretamente sobre F. solani no
substrato, os isolados de Trichoderma sp. podem atuar, também, na indugdo de

resisténcia do hospedeiro.

3.3.2 — Acao de isolados fungicos sobre Fusarium oxysporum em substrato

Nao ocorreu interagao entre os fatores isolados fungicos (isolados do género
Penicillium, Aspergillus, Cladosporium e Trichoderma) e patdégenos (isolados de F.
oxysporum), mas ocorreram diferencas significativas entre os isolados fungicos
(Tabela 5). Todos os isolados fungicos reduziram a populagdo dos patégenos,
ocorrendo menor numero de UFC do que no tratamento testemunha, demonstrando
potencial antagbnico aos isolados HPSR9 e HTSR11 de F. oxysporum (Tabela 5).

A reducdo maxima na populacao de F. oxysporum (Tabela 5), assim como na
de F. solani (Tabela 4), foi apresentada pelos isolados do género Trichoderma,
sendo que os melhores resultados foram dos isolados HTSR5, ETSR20 e ETSRS.



76

Tabela 5 — Sobrevivéncia de Fusarium oxysporum (Logio UFC/g de substrato) em
substrato tratado com possiveis antagonistas fungicos dos géneros Trichoderma,
Cladosporium, Aspergillus e Penicillium. Santa Maria — RS.

Isolado fungico F. oxysporum - Logio UFC/g de
substrato
TESTEMUNHA 11,99*a
ETSR12-1** (C)*** 10,52 b
ES18-2(A) 10,51 b
HTSR9-2 (C) 10,41 b
ETSR2-3 (A) 10,39 b
HS7-2 (P) 10,37 b
ETSR15-3 (P) 10,18 bc
ES17-1 (T) 10,17 bc
EPSR11-3 (T) 10,17 bc
EPSR7-1 (T) 10,15 bc
ETSR6-1 (T) 10,12 bc
ETSR16-1 (T) 9,95 bcd
EPSR6-3 (T) 9,56 cd
ETSR20-3 (T) 9,15 de
HTSR5-1 (T) 8,59 ef
ETSR8-2 (T) 8,50 f

*Média de 4 repeticdes. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%.

** ETSR12-1 (E) estufa, (T) tomateiro, (SR) solo rizosférico, 12 — numero de coleta, 1 — numero do
isolado encontrado na coleta. (H) horta, (P) pepineiro, (S) solo ndo rizosférico.

***Género fungico - (T) Trichoderma sp.; (P) Penicillium sp.; (A) Aspergillus; (C) Cladosporium.

3.3.3 — Pareamento de culturas

No pareamento de culturas, apds seis dias da incorporacédo do patdgeno,
observou-se que os miceélios originarios dos discos colocados nas extremidades das
placas de Petri encontraram-se no centro das mesmas. O mesmo comportamento foi
observado nos tratamentos testemunha, apenas com F. solani ou F.oxysporum.

Na avaliagao final, ou seja, treze dias apds a colocagdo do patdégeno, os
isolados de Trichoderma apresentaram comportamento variavel no confronto com os
trés isolados de Fusarium, mas todos foram classificados como antagonistas
eficientes (Tabela 6), de acordo com resultado encontrado por Reis et al. (1995), no
qual trés isolados de Trichoderma sp. foram classificados como eficientes e trés
como muito eficientes contra F. oxysporum f. sp. phaseoli. Resultados positivos, em
confronto direto, também foram encontrados com relacdo a F. graminearum
Schwabe (DAL BELLO et al., 2002).
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Tabela 6 — Médias e classes de antagonismo de trés isolados de Trichoderma sp. a
Fusarium solani e Fusarium oxysporum, em pareamento de culturas. Santa Maria —
RS.

Isolados F. solani F. oxysporum (HPSR9) F. oxysporum (HTSR11)
Trichoderma Classe de Classe de Classe de
Nota antagonismo Nota antagonismo Nota  antagonismo
HTSR5-1 1*  Muito eficiente 1,5 Muito eficiente 2 Eficiente
ETSR20-3 2 Eficiente 2,5 Eficiente 2,5 Eficiente
ETSR8-2 1 Muito eficiente 2 Eficiente 2 Eficiente

*Média de 4 placas.
HPSR9 — isolado de F. oxysporum retirado do pepineiro.
HTSR11 — isolado de F. oxysporum retirado do tomateiro.

Porém, pela avaliagdo proposta por Bell et al. (1982), amplamente utilizada,
os antagonistas selecionados pelo confronto direto, sdo aqueles que recebem nota
igual a 1, ou seja, com aproveitamento total. Dentre um universo de possiveis
antagonistas (o método é utilizado para a selecdo massal), obviamente ter-se-a um
segmento que apresentara crescimento total sobre o patdégeno. Assim, os isolados
HTSR5-1 e ETSR8-2 seriam selecionados como antagonistas apenas para F. solani,
embora o isolado HTSR5-1 ainda poderia ser reconhecido como antagbnico ao
isolado HPSR9 de F. oxysporum, e o isolado ETSR20-3 ndo seria selecionado.
Segundo Patricio et al. (2001), os isolados fungicos selecionados por pareamento de
culturas, em laboratério, apresentaram comportamento variavel quando adicionados
ao solo, no controle de Rhizoctonia solani. De acordo com Reis et al. (1995), dos
trés isolados de Trichoderma classificados como muito eficientes (notas 1 e 1,5), no
confronto direto, contra F. oxysporum f. sp. phaseoli, apenas um ficou entre os

melhores (terceiro) no controle do patégeno, em tratamento de sementes.

3.3.4 — Identificagao dos isolados de Trichoderma sp.

Os isolados de Trichoderma sp. selecionados como agentes de biocontrole
foram identificados como Trichoderma harzianum Rifai.

Quanto ao aspecto macroscoépico, pdde-se observar que os isolados se
desenvolveram por toda a placa de Petri (9 cm) contendo meio BDA, em 3 dias. O
micélio aéreo, flocoso e branco, se desenvolveu por toda a placa de Petri e originou

gradativamente grande quantidade de conidios verdes que sdo responsaveis pela
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coloracao verde escura do fungo (Figura 5).

Figura 5 — Aspecto e coloragao dos isolados ETSR20 (a), ETSR8 (b) e HTSR5 (c) de
Trichoderma harzianum, em meio BDA. Santa Maria — RS. Fonte: ETHUR, 2005.

Encontraram-se semelhangas quanto as caracteristicas morfolégicas das

coldnias dos trés isolados de Trichoderma (Figura 6).
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(400 x)

(400 x)

Figura 6 — Aspecto morfolégico dos isolados ETSR20 (A), ETSR8 (B) e HTSR5 (C)
de Trichoderma harzianum, em meio de cultura. Conidiéforos (1), fialides (2) e
conidios germinando (3). Santa Maria — RS. Fonte: ETHUR, 2005.
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Descricao morfolégica dos isolados de Trichoderma:

- 0s conidioforos sao hialinos, longos, ramificados desde a base e com
ramificacbes secundarias, que geralmente sdo responsaveis pela maior largura na
base do que na extremidade do mesmo, apresentando forma piramidal. Para cada
ramificagao primaria ocorre a saida de uma a trés fialides de cada ponto de insercéo
do conidiéforo, e dessas, por sua vez, também partem de uma a trés fialides por
ponto de insergcdo, formando as ramificagbes secundarias (forma piramidal). Os
conidiéforos ndo apresentam alongamentos estéreis na maturidade e nenhum tipo
de ornamentacao.

- as fialides sdao ampuliformes alongadas, com comprimentos variados,
apresentando maior desenvolvimento na base do que na extremidade dos
conidiéforos. Em suas extremidades s&o encontradas pequenas pustulas compostas
por conidios.

- 0s conidios apresentam forma subglobosa para ovdide, com parede lisa.

- 0s clamiddsporos foram encontrados intercalados no micélio ou terminais.

As observacgdes a respeito da morfologia e dimensbes (Tabela 7) das
estruturas que compdem os conididforos foram semelhantes a descricao de Bissett

(1991) para a espécie Trichoderma harzianum.

Tabela 7 — Dimensbes das estruturas (um) que compdem os conidioforos dos
isolados HTSRS5, ETSR20 e ETSR8 de Trichoderma harzianum. Santa Maria — RS.

Isolados de Trichoderma harzianum Medidas
HTSR5 ETSR20 ETSRS8 (Bissett")
Estruturas um
Conidios (diametro) 2.0x1.6% 2.3x1.8 22x1.8 1.7-3.2x1.3-2.5
(média 2.4 x 1.9)
**Fialides base do conidiéforo 8 7 8 Até 10
(comprimento)
**Fialides extremidade do 5 6 6 3.8a7.5
conidiéforo (comprimento)
**Espaco entre as insergdes 2a7 3a8 3a7 -
das fialides
**Largura de fialides (base) 2.6 2.7 2.8 25a35

"Bissett (1991).
*Média de 40 observacoes.
** Ramificagdes primarias do conidioforo
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3.4- CONCLUSOES

Concluiu-se que:

- a selecado de isolados fungicos antagbnicos a fungos veiculados pelo solo,
em substrato, pode ser considerada uma alternativa viavel na busca de
antagonistas eficientes na redugdo da populagdo desses patégenos em seu
ambiente;

- isolados de Trichoderma harzianum sao antagonistas a F. solani e F.

oxysporum.
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CAPITULO IV
Trichoderma harzianum NO DESENVOLVIMENTO E NA PROTECAO
DE MUDAS CONTRA A FUSARIOSE DO TOMATEIRO E PEPINEIRO,
EM CONDICOES CONTROLADAS.

RESUMO

A fusariose do tomateiro e pepineiro € uma doenca dificil de ser controlada e busca-se no
biocontrole uma alternativa para o manejo integrado de doencas. Trichoderma é um dos
géneros fungicos mais estudados na atualidade para o biocontrole de patégenos veiculados
pelo solo. Nesse contexto, os objetivos do trabalho foram: verificar a acdo de isolados de
Trichoderma harzianum no desenvolvimento e na prote¢do de mudas contra a fusariose do
tomateiro e pepineiro; identificar a melhor forma de aplicagdo do agente de biocontrole no
controle da fusariose e identificar a acdo conjunta dos tratamentos quimico e bioldgico.
Foram realizados experimentos, para o tomateiro e pepineiro, utilizando tratamento de
sementes com trés isolados e um mix de T. harzianum, para avaliar germinacao,
emergéncia e desenvolvimento de mudas. Duas formas de aplicacdo dos agentes de
biocontrole foram utilizadas, via semente e substrato (dosagens de 0; 0,25; 0,5 e 1.0 g, por
cova), sendo que para as sementes foram realizados, também, tratamentos bioldgico e
quimico, para a avaliagado da incidéncia e severidade da fusariose, nas duas culturas. Para o
pepineiro, realizou-se um experimento extra, efetuando-se tratamento biolégico de semente
e substrato em bandejas de isopor, com posterior transplante de mudas para vasos com
inéculo de F. oxysporum f. sp. cucumerinum. Os resultados mostraram que o isolado HTSR5
de T. harzianum influenciou positivamente na germinacao, emergéncia e producido de
mudas do pepineiro e para o tomateiro apenas quanto a germinacao e desenvolvimento
inicial de plantulas, pois na emergéncia nao ocorreram diferencas significativas entre os
tratamentos. Nos experimentos com tratamento de sementes, as menores percentagens de
incidéncia foram promovidas pelo tratamento conjunto Thiran mais HTSR5, tanto para o
pepineiro quanto para o tomateiro. As dosagens de pé de T. harzianum que apresentaram
menor incidéncia para o tomateiro e para o pepineiro foram de 0,5 e 1,0 g, respectivamente.
No experimento extra para o pepineiro, a menor incidéncia e severidade foram encontradas
para o tratamento de sementes com o mix e o isolado HTSR5 de T. harzianum. Conclui-se
que: isolados selecionados de Trichoderma harzianum podem ser utilizados no tratamento
de sementes, para a producao de mudas e reducao na incidéncia e severidade da fusariose
do tomateiro; isolados de Trichoderma harzianum estimulam o vigor de mudas e sdo uma
opgao para o controle da fusariose do pepineiro; o tratamento de sementes com isolados
selecionados de Trichoderma harzianum reduzem a fusariose do tomateiro e pepineiro; o
tratamento integrado de fungicida e isolados de Trichoderma harzianum pode ser utilizado
no controle da fusariose do tomateiro e pepineiro; Trichoderma harzianum em tratamento de
sementes ou de substrato se desenvolve na rizosfera do pepineiro.

Palavras chave: microbiolizagao, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, F. oxysporum f. sp.
cucumerinum, sementes.
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4.1- INTRODUGAO

A propagacao, tanto do pepineiro (Cucumis sativus L.) quanto do tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill.), ocorre por semeadura direta no local de cultivo ou
por transplante de mudas, obtidas através de semeadura em copinhos, bandejas de
isopor ou pequenos canteiros (FILGUEIRA, 2003). Em todas as formas de cultivo
dessas olericolas pode ocorrer o contato das mudas com fungos de solo como F.
oxysporum Schlechtend.: Fr., causador de murcha e tombamento de mudas
(TOKESHI, 1997), pois no transplante podem ocorrer ferimentos de niveis variados
nas raizes, o que facilita a infecgao por esse patéogeno (FREITAS & PIZZINATTO,
1991).

Os locais com alta producédo de olericolas, como o tomateiro, geralmente
acabam privilegiando os fitopatdgenos de solo (FILGUEIRA, 2003). Segundo
Carvalho et al. (2003), essa cultura apresenta um aspecto nédmade devido ao
acumulo de indculo de patégenos como Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Sacc.
Snyder & Hansen, agente causador da fusariose ou murcha de fusario (TOKESHI,
1997), que é altamente destrutivo tanto a campo quanto em ambiente protegido
(MAO et al.,1998). Devido a alta infestagdo do solo por patdégenos, em algumas
estufas do pais, tem sido feito o plantio em substrato acondicionados em sacos de
cultivo, principalmente para a cultura de tomate do tipo “cereja”.

A fusariose ou murcha do pepineiro, causada pelo fungo Fusarium oxysporum
Schlechtendahl: Fries f. sp. cucumerinum Owen nao figura como principal doenga
para o pepineiro plantado a campo. Porém, em ambiente protegido, em estufas
comerciais, tende a ser mais comum e agressiva (BLANCARD et al.,1996;
ZAMBOLIM et al., 2000; ROBERTS & KUCHAREK, 2005). Segundo Melo & Piccinin
(1999) a murcha de fusario € uma das principais doengas do pepineiro em estufa no
estado de Sao Paulo. Tem ocorréncia em varios paises, principalmente China,
Grécia, Espanha, Franca, Israel, Japdo e Estados Unidos (AHN et al., 1998;
VAKALOUNAKIS et al., 2004; ROBERTS & KUCHAREK, 2005).

As medidas de controle para patdégenos de solo como F. oxysporum f. sp.
lycopersici e F. oxysporum f. sp. cucumerinum envolvem varias praticas de manejo
integrado, como rotag&o de culturas (TOKESHI, 1997; FILGUEIRA, 2003; ROBERTS
& KUCHAREK, 2005), calagem, sementes livre de patégenos (ZITTER et al., 1996;
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VIDA et al.,2004), retirada de plantas doentes e de restos culturais infectados,
esterilizacdo do solo com vapor, desinfeccdo do material utilizado para sementeira e
cultivo (BLANCARD et al., 1996) e, principalmente, uso de cultivares tolerantes ou
resistentes (MELO & PICCININ, 1999; CARVALHO et al., 2003). Porém, todas as
variedades comerciais de pepino apresentam niveis de sensibilidade a murcha de
fusario (BLANCARD et al., 1996) sendo que uma das solugdes seria a utilizagdo de
porta enxerto resistente (ZITTER et al., 1996; VIDA et al., 2004), mas de acordo com
Singh et al. (1999) esse método é trabalhoso e oneroso. Para o tomateiro, observou-
se que novas ragas do patégeno tém surgido superando os cultivares existentes
(TELLO & LACASA, 1988). Ja o controle quimico, no tratamento de sementes, nao
apresenta efeito prolongado e quando utilizado diretamente no colo da planta
infectada (BLANCARD et al.,1996) atua apenas como paliativo. Assim, busca-se no
biocontrole uma alternativa para o controle de fitopatégenos no ambiente solo.

Para o controle biolégico da fusariose do tomateiro e do pepineiro foram
utilizadas bactérias (FREITAS & PIZZINATTO, 1991; MAO et al., 1998; LARKIN &
FRAVEL, 1998; SINGH et al., 1999) e fungos (DATNOFF et al., 1995; DE CAL et al.,
2000), dentre os quais, encontram-se isolados de Trichoderma spp. (DATNOFF et
al.,, 1995; LARKIN & FRAVEL, 1998; YEDIDIA et al., 1999; COTXARRERA et al.,
2002).

A acao de isolados de Trichoderma spp. contra fungos como F. oxysporum
pode ocorrer principalmente por competicdo, pois a rizosfera comporta uma
determinada populagdo de microrganismos, de acordo com as exsudagdes liberadas
pela raiz (SIVAN & CHET, 1989), sendo que a maior densidade populacional de
Trichoderma ocorre na extremidade das raizes que é o local mais acessivel a
infeccao por Fusarium oxysporum (SIVAN et al.,, 1987). Outras formas de acgao
seriam por antibiose, que € 0 processo que ocorre na microbiolizagao das sementes
(LUZ, 1991) contra os patdogenos causadores de tombamento de pré e pos-
emergéncia, por micoparasitismo (HOWELL, 2003), que ocorre pela producdo de
quitinases e glucanases utilizadas por Trichoderma spp. para a degradacéo da
parede celular de patégenos (SIVAN & CHET, 1989; SINGH et al., 1999), que pode
ocorrer tanto em solo rizosférico quanto em solo néo rizosférico, e por indugado de
defesa do hospedeiro, processo comprovado por meio de estudos histologicos, que
detectaram hifas nos tecidos mais externos das raizes, e bioquimicos, devido a

producao de quitinase e peroxidase, no pepineiro (YEDIDIA et al.,, 1999). A
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habilidade de Trichoderma em controlar fungos de solo varia consideravelmente,
sendo possivel melhorar a eficiéncia desses agentes pela selegao de isolados com
maior potencial de antagonismo, principalmente contra fitopatégenos que interferem
na producao de mudas.

A germinagdo, emergéncia, desenvolvimento de plantas, florescimento e
rendimento sao processos que podem ser influenciados por isolados de Trichoderma
spp. (MELO, 1996). Resultados positivos da interagdo entre agente de biocontrole e
planta sdo observados quando ocorre melhor desenvolvimento vegetal, e foram
encontrados para o tomateiro (CHANG et al., 1986; SIVAN & CHET, 1989;
KLEIFELD & CHET, 1992) e pepineiro (CHANG et al., 1986; KLEIFELD & CHET,
1992; MELO, 1996).

De acordo com o exposto, os objetivos deste trabalho foram: verificar a agéao
de isolados de Trichoderma harzianum no desenvolvimento e na protecdo de mudas
contra a fusariose do tomateiro e pepineiro; identificar a melhor forma de aplicagcéo
do agente de biocontrole no controle da fusariose; e identificar a agado conjunta dos

tratamentos quimico e biologico.

4.2- MATERIAL E METODOS

Os experimentos relacionados com a germinagcao e emergéncia de sementes
de tomate e pepino, bem como, de protecdo de mudas com isolados de T.
harzianum contra a fusariose, foram realizados no laboratério e na cédmara de
crescimento do Departamento de Defesa Fitossanitaria (DFS) da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM).

4.2.1 — In6culo, formulagao de Trichoderma e fungicida

Como fitopatégenos foram utilizados: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
obtido de tomateiro e Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum obtido de pepineiro,
de plantas com sintomas tipicos da doenga, provenientes da area experimental do
DFS/UFSM (Capitulo 1l). Os isolados HTSRS, ETSR20 e ETSRS8 de T. harzianum
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utilizados como agentes de biocontrole foram previamente selecionados em micro-
ambiente (Capitulo 1ll), no qual reduziram a populacdo dos dois isolados de F.

oxysporum utilizados nos experimentos.

e Indculo de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e F. oxysporum f. sp.
cucumerinum

Para o preparo do in6culo de F. oxysporum f. sp. lycopersici e F. oxysporum f.
sp. cucumerinum, quatro discos de meio BDA (batata, dextrose, agar), contendo
micélio e conidios do patégeno, foram colocados em frascos de erlenmeyers de 250
mL que continham 50 g de arroz previamente autoclavados durante 40 min. Apds,
foram levados a camara climatizada, a 25 °C, com fotoperiodo de 12 h, por dez dias.
Nesse periodo, o fungo colonizou todo o substrato. Para cada 50 g de arroz
colonizado, adicionaram-se 200 mL de agua destilada e esterilizada e triturou-se em
liquidificador durante 5 min, sendo que para cada mL dessa suspensdo foram
encontradas 10® unidades formadoras de colonia (UFC) de F. oxysporum f. sp.
lycopersici e 10" UFC de F. oxysporum f. sp. cucumerinum em meio seletivo NS
(NASH & SNYDER, 1962).

e Formulagao do p6 dos isolados de Trichoderma harzianum

Na formulag&o do “pd” dos isolados de T. harzianum, discos de BDA contendo
micélio e esporos foram colocados sobre 50 g de arroz, umedecidos com 75 mL de
agua destilada, em frascos de erlenmeyer previamente autoclavados por 40 min. Os
frascos permaneceram em camara climatizada a 22 °C, com fotoperiodo de 12 h, por
10 dias, para a colonizag&o do arroz. Apds, ocorreu a secagem em estufa (37 °C) e
0 indculo foi triturado em liquidificador até ser transformado em p6 e passado por
uma peneira de 40 meshes. Encontraram-se 10® UFC para cada g de p6 de T.

harzianum em meio seletivo para Trichoderma.

¢ Fungicida

O fungicida Thiran®, utilizado no tratamento de sementes, & um

ditiocarbamato e apresenta na sua composicdo bissulfeto de tetrametiltiuram e
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bissulfeto de bis-(dimetil tiocarbamoila). Thiran é utilizado para o tratamento de
sementes de cereais, cucurbitaceas, hortalicas, leguminosas e oleaginosas,
destinadas ao plantio (GELMINI, 1991).

4.2.2 — Germinagdo, emergéncia e desenvolvimento de mudas com sementes

tratadas por isolados de Trichoderma harzianum

Realizaram-se dois experimentos, um para avaliar a germinacdo das
sementes utilizando-se o método do papel filtro, e o outro, em bandejas de isopor,

para avaliar a emergéncia e o desenvolvimento de mudas.

4.2.2.1 — Germinagao

Foram utilizadas 200 sementes de tomate do tipo cereja e de pepino para
conserva por tratamento, com quatro repeticbes de 50 sementes. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e quatro
repeticoes. As sementes foram submetidas aos tratamentos com isolados de T.
harzianum: ETSR8, ETSR20, HTSR5, MIX (mistura dos trés isolados anteriores) e
Testemunha. Para cada tratamento de 200 sementes de tomate e de pepino foram
utilizados 0,02 g e 0,03 g de pd de Trichoderma, respectivamente, na proporgcao de
300 g de p6 para 60 kg de sementes.

As sementes tratadas foram colocadas em caixas plasticas do tipo “gerbox”
sobre duas folhas de papel filtro, umedecidas com agua destilada e esterilizada. As
caixas gerbox foram colocadas em camara climatizada, em temperatura de 23 °C,
por até catorze dias.

A avaliagao constou de duas etapas: a primeira etapa ocorreu nos quarto e
quinto dias apo6s a implantagdo do experimento (primeira contagem), para o
pepineiro e tomateiro, respectivamente, e constou do numero de sementes
germinadas, as quais foram posteriormente retiradas das gerbox; a segunda etapa
ocorreu apos oito e catorze dias (segunda contagem), para o pepineiro e tomateiro,
respectivamente, e constou do numero de sementes com germinagdo normal,

germinagao anormal, sementes mortas, comprimento de raizes e do hipocétilo das
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plantulas. As épocas escolhidas para as avaliagbes de germinagao estdo de acordo
com a norma proposta por Brasil (1992). Foram consideradas como germinacao
anormal todas as plantulas que apresentaram deficiéncias do tipo hipocétilo
apodrecido, sem hipocotilo, hipocétilo danificado e sem raiz primaria (NAKAGAWA,
1999).

4.2.2.2 — Emergéncia e desenvolvimento de mudas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com seis
tratamentos e seis repeticdes, para o tomateiro, e para o pepineiro foram utilizados
cinco tratamentos e seis repeticdes. As sementes de tomate tipo cereja foram
submetidas aos tratamentos com isolados de T. harzianum: ETSR8, ETSR20,
HTSR5 e MIX (mistura dos trés isolados anteriores), além de dois tratamentos
testemunha (um apenas com p6 de arroz e o outro sem tratamento). Para o
pepineiro nao foi realizado o tratamento testemunha apenas com o pd de arroz.
Para cada 96 sementes de tomate e de pepino, foram utilizados 0,01 e 0,02 g de p6
de T. harzianum, respectivamente, na propor¢ao de 300 g de po para 60 kg de
sementes.

As sementes tratadas foram semeadas em bandejas de isopor de 128 células,
com substrato Plantimax®. Cada tratamento constou de 96 sementes, sendo que
cada semente foi semeada em uma célula, totalizando 16 células por repeticdo. As
bandejas contendo as sementes de tomate foram acondicionadas em cémara de
crescimento, com temperatura de 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 h. As bandejas
contendo as sementes de pepino foram acondicionadas em estufa plastica, com
temperaturas que variaram em média de 12 a 22 °C.

As avaliagdes constaram do indice de velocidade de emergéncia, emergéncia,
massa seca de cinco plantulas (secagem em estufa a 45 °C até peso constante),
comprimento de parte aérea (do colo até a insercédo da ultima folha) e comprimento
de raiz das plantulas. O indice de velocidade de emergéncia foi obtido pelo calculo
do numero de plantulas emergidas diariamente, dividido pelo numero de dias
transcorridos da semeadura até a data de cada avaliagao. Ja as demais avaliacboes
ocorreram quando as plantas estavam com 30 dias, época em que poderiam ser

transplantadas.
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4.2.3 — Controle biolégico da murcha de fusario do tomateiro e pepineiro

4.2.3.1 — Tratamento de sementes

Foram realizados experimentos com tratamento de sementes visando
semeadura em sementeira e produ¢cdo de mudas em sacos. O primeiro experimento
foi efetuado em bandejas plasticas e o segundo em sacos plasticos e foram
empregados os trés isolados e o mix (mistura dos trés isolados) de T. harzianum e o

fungicida Thiran®.

4.2.3.1.1 — Experimentos em bandejas

Os primeiros experimentos, tanto para o tomateiro como para o pepineiro,
foram realizados em bandejas, por ser um método mais rapido de implantagcéo e ser
analogo a utilizagado de sementeiras. As bandejas plasticas com dimensdes de 29 x
43 x 8 cm, foram preenchidas com 1,5 kg de substrato e foram incorporados 100 mL
da suspenséo de indculo de F. oxysporum f. sp. lycopersici e de F. oxysporum f. sp.
cucumerinum por bandeja, para o tomateiro e pepineiro, respectivamente, trés dias
antes da semeadura.

Para o experimento com tomateiro o delineamento experimental foi de blocos
ao acaso, com seis tratamentos e cinco repeticbes. As 60 sementes de tomate
cereja utilizadas por tratamento foram umedecidas com 0,5 mL de agua destilada e
esterilizadas e tratadas com 0,01 g de p6 (300 g de p6 para 60 kg de semente) dos
isolados, do mix de T. harzianum ou do fungicida Thiran® (GIMENES -
FERNANDES, 1998), e as sementes do tratamento testemunha foram apenas
umedecidas. Apos, foram semeadas trés sementes por cova, totalizando quatro
covas por tratamento em cada bandeja, no substrato infestado com o patéogeno. N&o
foi efetuado nenhum tipo de barreira para separar os tratamentos nas bandejas,
porque a aplicacdo dos agentes de biocontrole foi via semente e segundo Eastburn
& Butler (1988) dependendo da base alimentar disponivel, T. harzianum nao se
estende por mais do que poucos milimetros através do solo.

Para o experimento com pepineiro utilizou-se o tratamento quimico de
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sementes associado ao biolégico para observar se ocorreria a soma da agéo das
duas formas de controle, ou se o0 quimico agiria sobre o agente de biocontrole
anulando sua acdo, considerando-se que a maior parte das sementes
comercializadas é tratada com produtos quimicos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com onze
tratamentos e cinco repeticdes. Para os tratamentos biolégico ou quimico as treze
sementes de pepino foram umedecidas com 0,3 mL de agua destilada e esterilizada
e tratadas com 0,003 g de p6 (300 g de pd para 60 kg de semente) dos trés
isolados, do mix de T. harzianum e do fungicida Thiran® (GIMENES -
FERNANDES, 1998), isoladamente ou em associacdo, e nos tratamentos
testemunha as sementes foram apenas umedecidas. As sementes que receberam
os tratamentos quimico e bioldgico foram primeiramente tratadas com Thiran® e
apo6s duas horas foram umedecidas com 0,3 mL de agua destilada e esterilizada e
receberam o p6 de T. harzianum. Entdo, foram semeadas trés sementes por cova,
totalizando quatro covas por tratamento em cada bandeja, no substrato infestado
com o fitopatéogeno. Os tratamentos testemunha foram semeados em bandeja com e
sem substrato infestado.

As bandejas foram mantidas em camara de crescimento com temperaturas de
25 +2 °C para o tomateiro, durante 35 dias e de 23 +2 °C para o pepineiro, durante
30 dias.

As avaliacbes de incidéncia e severidade da murcha do tomateiro e do
pepineiro foram realizadas aos 35 e 30 dias, respectivamente, apds a semeadura. A
escala de notas utilizada foi estabelecida por Cotxarrera et al. (2002) usada para a
avaliagdo da severidade da murcha do tomateiro, mas que neste trabalho foi
utilizada, também, para avaliar o pepineiro, que se baseia em sintomas externos: 0 —
plantas sem sintomas, 1 — menos de 50% das folhas amareladas (cloréticas) ou
murchas, 2 — mais de 50% das folhas amareladas (cloréticas) ou murchas (plantas

vivas), 3 — plantas tombadas ou mortas.

4.2.3.1.2 — Experimentos em sacos plasticos

Nesses experimentos procurou-se mudar o local de cultivo, pois as variaveis

ambientais, tais como profundidade do substrato para desenvolvimento de raizes,
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umidade e localizagdo do indculo, podem influenciar nos resultados. Assim,
utilizaram-se sacos plasticos pretos com capacidade para 250 g de substrato. Os
sacos foram preenchidos com substrato Plantimax® e colocados um ao lado do
outro em bandejas plasticas (como suporte). A infestagcdo do substrato ocorreu com
a incorporagcdao de 10 mL da suspensédo de F. oxysporum f. sp. lycopersici e F.
oxysporum f. sp. cucumerinum por saco, para o tomateiro e pepineiro,
respectivamente, trés dias antes da semeadura.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com onze
tratamentos e cinco repeticoes. As sementes de tomate cereja e pepino para
conserva receberam tratamento com os trés isolados e o mix de T. harzianum e o
fungicida Thiran® ou tratamento duplo, com o agroquimico e o0s agentes de
biocontrole, além de duas testemunhas (ambas sem tratamento, porém cultivadas
em substrato infestado e ndo infestado). Para os tratamentos biolégico ou quimico
as quinze sementes de tomate e pepino foram umedecidas com 0,3 mL de agua
destilada e esterilizada e tratadas com 0,002 e 0,003 g, respectivamente, de p6 dos
respectivos isolados e mix de T. harzianum e do fungicida Thiran®. As sementes
que receberam o tratamento quimico e biolégico foram primeiramente tratadas com
Thiran® e, apds duas horas, foram umedecidas com 0,3 mL de agua destilada e
esterilizada e receberam o pd de T. harzianum. Apéds, foram semeadas trés
sementes por cova/saco, em substrato inoculado com o fitopatégeno.

Os sacos plasticos foram mantidos em cadmara de crescimento com
temperaturas de 25 +2 °C para o tomateiro, durante 35 dias e de 23 +2 °C para o
pepineiro, durante 30 dias.

As avaliagbes de incidéncia e severidade da murcha do tomateiro e do
pepineiro foram realizadas aos 35 e 30 dias, respectivamente, apés a semeadura.
Para a avaliagdo da doenga foi utilizada a escala de notas de Cotxarrera et al.

(2002) descrita no experimento anterior.

4.2.3.2 — Tratamento de substrato

Uma das formas de cultivo do tomateiro e do pepineiro € a semeadura direta
no local de cultivo, e nesse caso, pode-se utilizar tratamento biolégico de solo,

adicionando o agente de biocontrole diretamente nas covas.
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O isolado HTSR5 de T. harzianum foi escolhido por ter apresentado melhores
resultados nos experimentos anteriores, e foram empregadas diferentes dosagens
de po6 para avaliar-se a quantidade de formulado que deve ser empregada para
ocorrer a reducao na incidéncia e severidade da fusariose no tomateiro e pepineiro.

Foram utilizados sacos plasticos pretos com capacidade para 250 g de
substrato. Os sacos foram preenchidos com substrato Plantimax® e colocados um
ao lado do outro em bandejas plasticas (como suporte). A infestagdo do substrato
ocorreu com a incorporacdo de 10 mL da suspensdo de F. oxysporum f. sp.
lycopersici e F. oxysporum f. sp. cucumerinum por saco, para O pepineiro e
tomateiro, respectivamente, trés dias antes da semeadura.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e cinco repeti¢cdes. Foram semeadas trés sementes de tomate cereja ou
de pepino para conserva por cova, sendo que antes da semeadura foram
adicionados 0, 0.25, 0.5 ou 1.0 g de p6 do isolado HTSR5 de T. harzianum em
substrato infestado com o fitopatégeno. Utilizou-se, também, um tratamento
testemunha sem adi¢cdo do agente de biocontrole em substrato ndo infestado com o
patdgeno.

A escolha das doses para serem aplicadas nas covas/substrato, foi uma
média do sugerido em produtos comerciais, formulados em pd, a base de
Trichoderma spp., e teve-se o cuidado para nao utilizar dosagens altas, porque
poderiam prejudicar o desenvolvimento das plantas. Conforme o aumento das doses
(0, 2, 4, 6 e 8 g), de formulado em pd de Trichoderma virens, foi observado
decréscimo na massa seca de parte aérea, em mudas de crisantemo (STEFANELO
et al., 2004).

Os sacos plasticos foram mantidos em cadmara de crescimento com
temperaturas de 25 +2 °C para o tomateiro, durante 35 dias e de 23 +2 °C para o
pepineiro, durante 30 dias.

As avaliagbes de incidéncia e severidade da murcha do tomateiro e do
pepineiro foram realizadas aos 35 e 30 dias, respectivamente, apés a semeadura.
Para a avaliagdo da severidade da doencga foi utilizada a escala de notas de
Cotxarrera et al. (2002) descrita no experimento anterior.

Para o pepineiro o experimento foi realizado duas vezes porque ocorreram

altas médias de severidade no primeiro experimento.
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4.2.3.3 — Tratamentos de semente e substrato em bandejas de isopor com posterior

transplante de mudas de pepineiro

O experimento foi efetuado com duas formas de aplicagdo dos agentes de
biocontrole, via semente e substrato, visando semeadura em bandejas de isopor e
posterior transplante de mudas, que segundo Filgueira (2003) é atualmente a forma
de cultivo mais difundida para o pepineiro.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 6 x 2 (duas testemunhas, trés isolados e o mix de Trichoderma harzianum)

(formas de aplicagao - semente e substrato), com cinco repeticoes.

e Tratamento de sementes
As 18 sementes de pepino utilizadas para cada tratamento, foram
umedecidas com 0,3 mL de agua destilada e esterilizada e tratadas com 0,005 g de
po (300 g de po para 60 kg de semente) dos trés isolados e do mix de T. harzianum.
As 18 sementes utilizadas para cada um dos dois tratamentos testemunha (com e
sem patégeno) foram apenas umedecidas. Apods, as 18 sementes de cada
tratamento foram semeadas, uma por célula, em bandejas de isopor (128 células)

preenchidas com substrato Plantimax®.

e Tratamento de substrato

Foram pesados 250 g de substrato Plantimax® por tratamento, ou seja,
substrato necessario para preencher 18 células da bandeja de isopor (128 células).
O substrato pesado foi colocado em saco plastico transparente, e, nesse, foi
adicionado de acordo com cada tratamento 2 g de p6 de cada um dos trés isolados
e do mix de T. harzianum. Posteriormente agitou-se o saco plastico até ocorrer a
mistura do agente de biocontrole ao substrato. Apds, preencheram-se as bandejas,
sendo uma para cada tratamento, com os substratos contendo os agentes de
biocontrole e com o substrato ndo tratado para as testemunhas. Realizou-se, entéo,

a semeadura das 18 sementes por tratamento, sendo uma semente por célula.

As bandejas de isopor foram mantidas em caémara de crescimento com

temperaturas de 23 +2 °C, durante 15 dias.
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Vasos plasticos com capacidade para 550 g foram preenchidos com substrato
Plantimax® e infestados com 10 mL da suspensao do fitopatégeno trés dias antes
do transplante das mudas. Trés mudas de pepineiro (com quinze dias) crescidas em
bandejas de isopor, com substrato ou sementes tratadas pelos isolados ou mix de T.
harzianum, foram transplantadas para os vasos plasticos infestados com o
fitopatdgeno. Entretanto, um dos tratamentos testemunha ocupou vasos com
substrato ndo infestado.

Os vasos foram mantidos em camara de crescimento com temperaturas de 23
+2 °C, durante 20 dias. Foram realizadas avaliagdes de incidéncia e severidade da
murcha do pepineiro, aos 20 dias apds o transplante. Para a avaliacdo da
severidade da doenca foi utilizada a escala de notas adaptada de Cotxarrera et al.

(2002) descrita no experimento anterior.

4.2.3.3.1 — Populagao de Trichoderma na rizosfera do pepineiro

A densidade populacional do agente de biocontrole em solo rizosférico do
pepineiro pode ser diferente quando a forma de veiculacdo for pelo substrato ou
pelas sementes. Assim, procurou-se analisar a diferenca populacional entre as
formas de aplicacdo e os tratamentos, e se esse fato interferiria no controle da
fusariose. Portanto, antes de ocorrer o transplante das mudas, foi retirada uma
amostra aleatéria de substrato das raizes (solo rizosférico) de seis plantulas de cada
tratamento, além da amostra do substrato Plantimax® puro, para ser realizada a
contagem do numero de unidades formadoras de col6nia (UFC) de Trichoderma sp.
por grama de substrato.

Para a contagem do numero de UFC realizaram-se diluigbes das amostras de
substrato e plaqueamento em meios de cultura seletivos. Foram pesados 2 g de
substrato de cada amostra dos diferentes tratamentos e acrescentados a frascos de
vidro com 98 mL de agua destilada e esterilizada e colocados em agitador mecanico
por 30 minutos. A partir desta solugao original foi feita diluigdo de 20 vezes, ou seja,
5 mL da solugédo foram acrescentados em frasco com 95 mL de agua destilada e
esterilizada. Da diluicdo uma aliquota de 1 mL foi espalhada, com auxilio de uma
alca de Drigalsky, em placas de Petri contendo meio seletivo para Trichoderma spp.

- Meio seletivo para Trichoderma — 18 g de agar, 6 g de dextrose, 200 g de
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batata, 0,2 g de MgS0,4.7H,0, 0,9 g de KH2PO4, 0,5 g de quintozene, 0,15 g de
Rosa de Bengala, 0,1 mg de Benomil, 0,1 mg de lprodione e 1 L de agua. Os
fungicidas Benomil e Iprodione foram diluidos em acetona e adicionados ao meio de
cultura (0,4 mL/L de meio) para prevenir o crescimento de outras espécies de
fungos.

Foram utilizadas 4 placas/repeticao, sendo que as mesmas foram incubadas
em camara climatizada a 24 °C, com fotoperiodo de 12h, durante sete dias. Apds o
periodo de incubacdo foi contado em cada placa o numero de col6nias de

Trichoderma spp. (UFC)/g de substrato.

4.2.4 — Analise estatistica

Os resultados dos experimentos foram submetidos a analise de variancia pelo
teste F e ao teste de Duncan para a comparacdo de médias. Foi utilizada a
transformacao dos dados para “arco seno da raiz quadrada de y/100” nas variaveis
apresentadas em percentagem e LOGo (UFC + 1) para o numero de UFC de
Trichoderma spp. As analises foram realizadas com o auxilio do programa estatistico
SOC (EMBRAPA - 1986).

4.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 — Experimentos com tomateiro

4.3.1.1 — Germinacdo, emergéncia e desenvolvimento de mudas com sementes

tratadas por isolados de Trichoderma harzianum

Quanto a germinagcédo e ao desenvolvimento de plantulas do tomateiro,
observou-se que o tratamento testemunha diferiu significativamente dos tratamentos
com os isolados e mix de T. harzianum, apresentando menor percentagem de

plantulas anormais e maior desenvolvimento de radicula. O isolado ETSR20 diferiu
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significativamente dos demais isolados de T. harzianum apresentando menor
comprimento de raiz e juntamente com o isolado ETSR8, menor percentagem na

primeira contagem de plantulas (Tabela 8).

Tabela 8 — Germinacado e desenvolvimento de plantulas em sementes de tomate
tratadas com isolados de Trichoderma harzianum, em teste do papel filtro. Santa
Maria — RS.

Primeira Plantulas Plantulas Sementes Comprimento Comprimento
Tratamentos contagem (%) norgnais anogmais mortas (%) hipocétilo (cm)  radicula (cm)
ETSR8 0.5" bc 55.(5A)azb 33(.(/;)3 115 ¢ 40 b 29 ¢
ETSR20 00 ¢ 36.5 b 35.0a 31.5a 43ab 16 d
HTSR5 10.5a 65.5a 215ab 13.0 bc 5.2 ab 39b
MIX 40 b 61.5 ab 1.0 b 27.5ab 43ab 3.2 bc
Testemunha 210a 80.5a 22 c 17.5 abc 56a 52a
Média 7.2 59.9 20.5 20.2 4.7 3.4
Ccv 47.2% 20.3% 24.6% 26.9% 19.8% 16.4%

* Médias seguidas por mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

O numero de sementes podres, dentre as mortas, nao ultrapassou 1% em
todos os tratamentos com os isolados de T. harzianum, mas observou-se, apos a
ultima avaliagcado (14 dias), que as sementes poderiam apodrecer devido ao total
envolvimento das mesmas pelo fungo. Foi constatado no presente experimento que
T. harzianum pode atuar como apodrecedor de sementes se as mesmas estiverem
em contato com o agente de biocontrole e o ambiente apresentar umidade, pois o
fungo se desenvolve rapidamente sobre o envoltério das sementes. O tratamento de
sementes com Trichoderma sp. deve, portanto, ser efetuado pouco tempo antes das
mesmas serem semeadas.

Quanto a emergéncia e ao desenvolvimento de plantulas de tomateiro,
cultivadas em substrato, em bandejas de isopor, nao foram encontradas diferengas
entre os tratamentos com os isolados de T. harzianum (Tabela 9), evidenciando que
os isolados e o mix de Trichoderma nao auxiliaram para que ocorresse melhor
desenvolvimento e vigor de mudas. Embora as mudas nao tenham sido
transplantadas para se observar o desenvolvimento e o rendimento dos tomateiros
que poderia ser diferenciado na maturidade, mostrando a influéncia dos isolados de

T. harzianum. Harman (2000) utilizando aplicagdo de nitrogénio no solo juntamente
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com o isolado T-22 de T. harzianum, constatou que inicialmente ndo ocorreram
diferengas entre as areas com e sem tratamento, mas na maturidade das plantas de

milho, ocorreram diferengas no diametro de talos e rendimentos de graos e silagem.

Tabela 9 — Emergéncia e desenvolvimento de mudas a partir de sementes de tomate
tratadas com isolados de Trichoderma sp., cultivadas em bandejas de isopor. Santa
Maria — RS.

Tratamentos indice de Emergéncia Massa Comprimento Comprimento
Velocidade de (%) seca* (g) parte aérea (cm) raiz (cm)
emergéncia

ETSR8 1.1** ns 47.8 ns 0.11ns 6.0 ns 7.5ns
ETSR20 1.2 50.9 0.1 6.3 7.6
HTSR5 1.1 44.8 0.16 6.2 7.2
MIX 1.3 57.3 0.13 6.0 7.4
P6 de arroz 1.3 56.2 0.14 6.3 7.3
Testemunha 1.2 49.9 0.13 6.1 7.5
Média 1.2 51.1 0.13 6.2 7.4

CcVv 24.3% 22.7% 42.6% 13.1% 9.0%

* média de 5 plantulas.
ns — sem diferenca significativa (p< 0.05).

Esses resultados diferem dos encontrados por Ozbay et al. (2004) nos quais
os isolados T22 e T95 de T. harzianum n&o auxiliaram na emergéncia do tomateiro,
mas aumentaram o crescimento de plantulas. De acordo com Sudo-Martelleto et al.
(2004), isolados de Trichoderma spp. interferiram positivamente no indice de
velocidade de emergéncia do tomateiro, em substrato argiloso, mas apresentaram
altas percentagens de pléantulas anormais. Segundo Kleifeld & Chet (1992) T.
harzianum aumentou a emergéncia e comprimento de plantulas de tomateiro com
tratamento de sementes, sendo que a emergéncia foi menor (30%) quando a
suspensao de conidios do agente de biocontrole foi incorporada diretamente no solo
antes da semeadura. Para Ahmad & Baker (1987) o tratamento de sementes com
isolado de T. harzianum aumentou em 20% a emergéncia de plantulas de tomateiro
quando comparado com o tratamento testemunha, e o tratamento de sementes
apresentou aumento de 20% na emergéncia quando comparado ao tratamento de

solo.
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4.3.1.2 — Controle da murcha do tomateiro por diferentes isolados de Trichoderma

harzianum

4.3.1.2.1 — Tratamento de sementes

No experimento realizado em bandejas, observou-se que o tratamento com o
isolado HTSR5 de T. harzianum diferiu significativamente dos demais, apresentando
menor incidéncia de murcha e que os tratamentos com o isolado ETSR8 e Thiran

n&o diferiram do tratamento testemunha (Tabela 10).

Tabela 10 — Incidéncia (%) e severidade (notas) da murcha de fusario em mudas de
tomateiro, em tratamento de semente com isolados e mix de Trichoderma harzianum
e Thiran®. Santa Maria — RS.

Tratamentos Incidéncia Controle — incidéncia Severidade
(%) (%) (notas)
Testemunha 98* a - 20a
HTSR5 43 c 56 12 c
ETSR20 62 b 37 12 c
ETSR8 83 a 15 16 b
MIX 65 b 33 1.4 bc
Thiran® 83 a 15 1.7 ab
CVv 15% 9%

* Média de 5 repeticdes. Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste
de Duncan a 5%.

Os tratamentos com os isolados e o mix de T. harzianum apresentaram
menores notas de severidade quando comparados ao tratamento testemunha, o que
nao ocorreu com o tratamento com fungicida (Tabela 10). As notas referentes a
severidade da murcha do tomateiro ficaram entre 1 e 2, evidenciando que as plantas
estavam com folhas amareladas e murchas (comprometidas), mas estavam vivas.

O isolado HTSR5 apresentou 56% de controle da incidéncia da murcha do
tomateiro e os tratamentos com o isolado ETSR8 e o fungicida Thiran, nao
apresentaram controle (Tabela 10). Larkin & Fravel (1998) encontraram variagdes de

35 a 75 % na atuacgao de diferentes isolados de Trichoderma sp., em tratamento de
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sementes, na incidéncia da murcha do tomateiro. O tratamento de sementes com T.
harzianum promoveu controle de 73 % (SIVAN et al., 1987) e 75 % (DATNOFF et al.,
1995) na podridao de raiz causada por F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, e de
87% no tombamento de mudas causado por Pythium aphanidermatum (SIVAN et al.,
1984), em tomateiro.

A diferenga, em percentagem de controle, entre o tratamento fungicida
(Thiran®) e o isolado HTSRS de T. harzianum foi de 41 %, semelhante ao
encontrado por Reis et al. (1995) entre isolado de Trichoderma spp. e o fungicida
Benomyl que constou de 23,3 %. Os resultados mostram, que em alguns casos,
isolados de Trichoderma spp. podem ser mais efetivos no controle de fungos de solo
do que alguns fungicidas.

Para o segundo experimento com tratamento de sementes, realizado em
sacos plasticos (Tabela 11), a incidéncia e a severidade da fusariose foi 10 e 15 %,
respectivamente, mais elevadas do que no experimento anterior, efetuado em
bandejas (Tabela 10), sem comparar com os tratamentos testemunhas (substrato

infestado).

Tabela 11 — Incidéncia (%) e severidade (notas) da murcha de fusario em mudas de
tomateiro, com tratamentos biolégico (isolados e mix de Trichoderma harzianum)
e/ou quimico (fungicida Thiran®) de semente. Santa Maria — RS.

Tratamentos Incidéncia (%) Severidade (notas)
Testemunha sem indculo 0.0 ** -
Testemunha com in6culo 93 a 19a
HTSR5 87 a 11 b
ETSR8 87 a 1.7 ab
ETSR20 87 a 1.5ab
MIX 93 a 20a
Thiran® 93 a 20a
Thiran® + HTSRS 80 a 1.6 ab
Thiran® + ETSR8 93 a 19a
Thiran® + ETSR20 93 a 1.8 ab
Thiran® + MIX 87 a 1.7 ab
CV 19 15

* Média de 5 repeticdes. Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste
de Duncan a 5%.
** A média zero nao entrou na analise.



102

Com relacao a incidéncia da murcha do tomateiro, ndo ocorreram diferencas
significativas do tratamento testemunha (com indéculo) quando comparado aos
tratamentos biolégico e/ou quimico (Tabela 11).

Quanto a severidade, a menor nota foi do tratamento com o isolado HTSR5
de T. harzianum, diferindo significativamente do tratamento testemunha. As notas
referentes a severidade da murcha do tomateiro ficaram entre 1 e 2, como no

experimento anterior (Tabela 11).

4.3.1.2.2 — Tratamento de substrato

A concentragao de 0,5 g do formulado do isolado HTSR5 de T. harzianum foi

a que apresentou menor incidéncia da doenca (87%) (Figura 7).

991 y = 35,273x? - 42,818x + 100,41
97 - R? = 0,9759

95 A
93 A
91 A
89

87 . * . |
0 0,25 0,5 1

Incidéncia (%)

Doses de po6 Trichoderma harzianum (g/cova)

Figura 7 — Incidéncia (%) da murcha do tomateiro, em substrato infestado com
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, em tratamento de substrato, com diferentes
doses de pé (formulado) do isolado HTSRS de T. harzianum. Santa Maria — RS.

O controle da incidéncia da murcha do tomateiro foi de no maximo 13 %, o
qual foi promovido pela concentragdo de 0,5 g do formulado de T. harzianum —
HTSRS5. Observou-se controle de até 69 %, por dois isolados de T. asperellum, em
solo esterilizado (COTXARRERA et al.,, 2002) e de 63 % em solo tratado com
suspensao de Trichoderma spp. (LARKIN & FRAVEL, 1998), da incidéncia da
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murcha de fusario do tomateiro. A aplicacéo de granulos de T. harzianum (isolado T-
22) no solo de estufa (DATNOFF, 1995), assim como de um isolado de T. harzianum
a campo (SIVAN et al., 1987), promoveram prote¢cdo do tomateiro contra a podridéo
de raiz causada por F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, até a maturidade da
cultura.

Pb&de-se constatar que a incidéncia da murcha do tomateiro foi alta, tanto em
tratamento de semente (Tabela 11) como de substrato (Figura 7), nos experimentos
efetuados em sacos plasticos, com mesma quantidade de in6culo do fitopatégeno. A
incidéncia encontrada nesses experimentos foi maior quando comparada com o
experimento em bandejas plasticas. A dosagem (pode ter sido alta) e a localizagcao
(concentrou na regido onde ocorreu a semeadura) do in6culo podem ter influenciado
para que ocorresse maior incidéncia da fusariose. Altas concentragdes populacionais
do fitopatdbgeno alteram a acdo dos agentes de biocontrole e essa pode ser a
explicacdo para a baixa percentagem de controle da fusariose principalmente no
segundo experimento, com tratamento de sementes, em sacos plasticos (Tabela 11).
Segundo Howell et al. (1997), a pressao excessiva do patdégeno (alta concentragao
de indculo) pode arruinar a efetividade do controle biolégico. Para Noronha et al.
(1996), o aumento da severidade da doenga foi proporcional ao incremento do
inoculo de Rhizoctonia solani e, de acordo com Sivan & Chet (1989), o nivel de
colonizagéo da rizosfera do meloeiro pelo isolado T-35 de T. harzianum foi afetado
pela densidade de in6culo de Fusarium oxysporum f. sp. melonis no solo.

Outras variaveis que podem ter influenciado nos resultados, como a
temperatura adequada ao desenvolvimento do patdégeno, pois os experimentos
foram desenvolvidos em camara de crescimento com temperaturas de 25+ 2°C e a
temperatura ideal para o patégeno é de 25 a 28 °C (ZAMBOLIM et al., 1997) e o
namero de plantas por saco, pois nao foi realizado desbaste dos tomateiros,
deixando duas ou trés plantas por cova.

A severidade da murcha do tomateiro variou de 1,8 a 2,8 que foram as notas
da concentragao de 0,5 g do formulado de T. harzianum — HTSR5 e da testemunha,

respectivamente (Figura 8).
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Figura 8 — Severidade (notas) da murcha do tomateiro, em substrato infestado com
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, em tratamento de substrato, com diferentes
doses de p6 (formulado) do isolado HTSR5 de Trichoderma harzianum. Santa Maria
- RS.

Esses resultados mostram que, nesse experimento, as plantas estavam com
folnas amarelas, murchas e na maioria, mortas. Ja Cotxarrera et al. (2002)
encontraram notas de 0,4 a 0,8 para severidade da murcha do tomateiro, em solo

natural ou esterilizado com tratamento biolégico de dois isolados de T. asperellum.

4.3.2 — Experimentos com pepineiro

4.3.2.1 — Germinagé&o, emergéncia e desenvolvimento de plantulas

Quanto a germinagdo e o desenvolvimento de plantulas do pepineiro, o
tratamento testemunha ndo apresentou diferencas significativas com relagédo aos
tratamentos com os isolados HTSR5 e ETSR8 de T. harzianum, embora os
tratamentos com o isolado ETSR20 e o mix tenham inibido a germinagdo e o
desenvolvimento de hipocotilo e radicula (Tabela 12).

Na percentagem de sementes mortas os tratamentos com T. harzianum nao
diferiram do tratamento testemunha (Tabela 12), demonstrando que os mesmos nao
foram prejudiciais, pois as sementes ndo sofreram danos ou apodrecimento. Em
contraste com os resultados encontrados para o tomateiro (Tabela 8), nos quais o

isolado ETSR20 e o mix de T. harzianum apresentaram maior percentagem de
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sementes mortas do que a testemunha, ocorrendo diferenga no comportamento do

isolado para as duas culturas.

Tabela 12 — Germinagéo e desenvolvimento de plantulas em sementes de pepineiro
tratadas com isolados e mix de Trichoderma harzianum, em teste do papel filtro.
Santa Maria — RS.

Primeira Plantulas Plantulas  Sementes Comprimento Comprimento
Tratamentos contagem normais anormais mortas hipocétilo radicula (cm)
(%) (%) (%) (%) (cm)
ETSR8 23.0*a 510 b 23 b 26 a 3.3ab 5.7a
ETSR20 05 b 05 d 72 a 27 a 02 c 06 c
HTSR5 23.0a 58.0 ab 14 b 27 a 43 a 6.2a
MIX 0 b 1.0 ¢ 71a 17 a 28 b 38 b
Testemunha 220a 69.0 a 15 b 19a 42a 6.9a
Média 14 37 39 23 29 4.6
CcVv 41% 12% 18% 32% 27% 19%

* Médias seguidas por mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Com relagdo ao indice de velocidade de emergéncia e a emergéncia do
pepineiro, nado ocorreram diferengas significativas entre os tratamentos. No
desenvolvimento de plantulas, os isolados HTSR5 e ETSR20 apresentaram maior
comprimento de parte aérea, diferindo significativamente do tratamento testemunha
(Tabela 13), em contraposi¢gado aos resultados encontrados para o tomateiro, onde
nao ocorreram diferengas significativas entre os tratamentos com os diferentes

isolados e o mix de T. harzianum (Tabela 9).

Tabela 13 — Emergéncia e desenvolvimento de mudas em sementes de pepineiro
tratadas com isolados de Trichoderma harzianum, cultivadas em bandejas de isopor.
Santa Maria — RS.

Tratamentos Indice de Emergéncia Massa Comprimento Comprimento
Velocidade de (%) seca* (g) parte aérea (cm) raiz (cm)
emergéncia
ETSRS8 1.23 a 70.8 a 11D 41 d 71 b
ETSR20 1.24 a 73.9 a 1.7 ab 4.8 ab 7.6 ab
HTSR5 1.21a 729 a 24 a 51a 84a
MIX 1.10 a 61.5a 1.7 ab 4.3 cd 83a
Testemunha 1.11a 70.8 a 1.9ab 46 bc 7.6 ab
Média 1.18 70 1.8 4.6 8.1

CcvV 21.5% 18% 41% 8.3% 12%

* peso de 5 plantulas por repeticdo.
* Médias seguidas por mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.
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Inbar et al. (1994) observaram um aumento de 24 % na altura, 96 % de area
foliar e 25 % de massa seca em plantulas de pepineiro cultivadas em substrato
tratado com o isolado T-203 de T. harzianum. O mesmo isolado, porém utilizado em
tratamento de sementes, apresentou aumento de 20 % no comprimento e 15 % na
massa seca de pepineiros (KLEIFELD & CHET, 1992). As formas de atuagao de
Trichoderma sp. no desenvolvimento de plantas tém sido pesquisadas para uma
gama de culturas. A promogdo no crescimento pode estar relacionada com o
controle de patdgenos secundarios na rizosfera, produgao de horménios pela planta,
disponibilizagdo de nutrientes do solo ou matéria organica e aumento na captagao
ou translocacao de minerais (KLEIFELD & CHET, 1992). Procurando respostas para
o estimulo do crescimento do pepineiro por isolado de T. harzianum, em meio
hidropdnico, Yedidia et al. (1999), constataram que a interferéncia no seu
desenvolvimento estava na interacdo formada entre fungo e planta, descartando o
controle de patogenos secundarios na rizosfera. De acordo com Yedidia et al.
(2001), ocorreu maior desenvolvimento de plantas e maior concentragdo de
nutrientes nas folhas e raizes, com a adicdo de T. harzianum e micronutrientes no
cultivo de pepineiro em meio hidropbnico e em estufa. Porém, duas linhagens
mutantes de T. koningii, hiperprodutoras de celulase, aumentaram a emergéncia e o
peso seco de pepineiros, tendo sido sugerido que a causa seria 0 controle ou
exclusédo de patdogenos menores no rizoplano (MELO, 1996).

O tratamento com o isolado ETSR20, que apresentou os piores resultados no
teste de germinacdo, mostrou as melhores médias no indice de velocidade de
emergéncia e emergéncia, além de n&o diferir do tratamento testemunha quanto a
massa seca, comprimento de parte aérea e raiz. Isso demonstra que os resultados
obtidos em testes de laboratdorio muitas vezes nao condizem com a realidade in vivo,
ou ainda, que o comportamento de fungos de solo como Trichoderma sp. pode
modificar quando colocado em outro ambiente. Tais modificagdes podem estar
relacionadas com a liberagdo de metabdlitos prejudiciais a germinacdo e/ou ao
desenvolvimento das plantulas. A antibiose, segundo Luz (1991), é o principal
mecanismo de acgdo, na espermosfera, dos microrganismos aplicados na

microbiolizagdo de sementes.
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4.3.2.2 — Controle biolégico da murcha de fusario do pepineiro

4.3.2.2.1 - Tratamento de sementes

No primeiro experimento, com tratamento de sementes, em bandejas,
ocorreram diferengas significativas entre os tratamentos, tanto para a incidéncia
quanto para a severidade da murcha de fusario do pepineiro (Tabela 14). Todos os
tratamentos com isolados de T. harzianum e/ou com o fungicida Thiran®, foram
melhores do que o tratamento testemunha, controlando a incidéncia da doenca.
Pode-se salientar que trés tratamentos apresentaram percentagens de controle
acima de 40 %, sendo dois tratamentos biolégico e quimico, com o isolado HTSR5
(47 %) e MIX (42 %), e um tratamento com o isolado HTSR5 de T. harzianum (44
%).

Tabela 14 — Incidéncia e severidade (%) da murcha de fusario em pepineiro, em
funcdo do tratamento biolégico (isolados e mix de Trichoderma harzianum) e/ou
quimico (fungicida Thiran®) de sementes. Santa Maria — RS.

1° experimento - bandejas 2° experimento — sacos plasticos
Tratamentos Incidéncia Controle* Severidade Incidéncia Controle* Severidade
(%) (%) (notas) (%) (%) (notas)
Testemunha s/in6culo 0** - - 0 - -
Testemunha c/in6culo 97*** a - 3a 100 a - 3a
HTSR5 54 b 44 1.7 b 51ab - 2ab
ETSR8 69 b 29 1.7 b 83 ab - 25ab
ETSR20 72 b 26 1.7 b 67 ab - 2ab
MIX 71 b 27 21 b 67 ab - 2ab
Thiran® 69 b 29 16 b 75 ab - 2ab
Thiran® + HTSR5 51 b 47 16 b 46 ab - 1.8 ab
Thiran® + ETSR8 70 b 28 19 b 83 ab - 2ab
Thiran® + ETSR20 70 b 28 14 b 42 b 58 14 b
Thiran® + MIX 56 b 42 1.7 b 75 ab - 24 ab
Ccv 23% 29% 38% 45%

* Controle da incidéncia.
** Média zero ndo entrou na andlise estatistica.
***Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Para o segundo experimento, efetuado em sacos plasticos, o tratamento com
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Thiran® e o isolado ETSR20 de T. harzianum apresentou menor incidéncia da
fusariose, apresentando diferenga significativa com relagdo aos demais tratamentos
(Tabela 14).

Para Harman (2000) em quase todos os casos, os melhores resultados de
colheitas foram obtidos em campos com tratamentos biolégico (isolado T-22 de T.
harzianum) e quimico de sementes. O tratamento de sementes de algodao com T.
virens mais fungicida (metalaxyl) apresentou maior sobrevivéncia de plantulas
quando comparado aos tratamentos apenas com T. virens ou com o fungicida, em
trés localidades na Califérnia com histérico de tombamento de mudas (HOWELL,
1997). Para a planta ornamental equinacea o tratamento biolégico (Trichoderma
spp.) e quimico (fungicida fludioxonil) promoveu 100% de controle do tombamento
de mudas causado por Fusarium spp. (WANG et al., 2005). Foi obtido controle de
56, 62 e 62 % da murcha de fusario do maracujazeiro, com controle integrado de
Trichoderma spp. e os fungicidas: prochloraz, carbendazim e benomyl,
respectivamente (BATISTA et al., 2002). De acordo com Howell et al. (1997), o
principal objetivo da utilizagdo dos tratamentos biolégico e quimico de sementes
seria desenvolver uma prote¢cdo mais longa, pela colonizagao e protegao do sistema
radicular em desenvolvimento e redugéo do indculo do patdégeno no solo.

Isolados de Trichoderma apresentam desenvolvimento na espermosfera e na
rizosfera, mesmo com a presenca de fungicidas. Trichoderma spp. foi encontrado na
espermosfera de sementes de nabo forrageiro, ap6és 15 dias do tratamento com
fungicida Thiran® e um formulado em p6, a base de Trichoderma spp. (CRUZ et al.,
2004). Foi retirado da rizosfera, em tratamento de substrato com isolados de
Trichoderma sp. e da agua com fungicidas oxicloreto, iprodione e oxicloreto +
iprodione, em sistema de floting para o cultivo de mudas de fumo (MATSUMURA et
al., 2004) e no tratamento de sementes de milho com T. harzianum e os fungicidas
Captan® e Maxim® (RESENDE et al., 2004).

As altas percentagens de incidéncia da murcha de fusario do tomateiro nos
experimentos efetuados em sacos plasticos, ndo se repetiram para o pepineiro. Nos
experimentos para o pepineiro o inéculo do fitopatdégeno foi melhor distribuido,

incorporado, no substrato contido nos sacos plasticos.
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4.3.2.2.2 - Tratamento de substrato

Nos dois experimentos realizados com tratamento de substrato, a menor
incidéncia da murcha de fusario do pepineiro ocorreu quando se utilizou 1 g de pé do
isolado HTSR5 de T. harzianum por cova, sendo que o controle foi de 33% para o
primeiro e 42% para o segundo experimento (Figura 9). Porém, para o controle da
fusariose do tomateiro, encontrou-se melhor resultado na dose de 0,5 g de p6 de T.
harzianum (Figura 7), ocorrendo variagdo na dose-resposta para obtengdo de maior
controle da fusariose nas duas culturas. A explicacdo pode estar relacionada a maior
acgao do isolado HTSRS sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici do que F. oxysporum f.
sp. cucumerinum. Para Reis et al. (1995), isolado de Trichoderma spp. apresentou
44,7 % de controle de F. oxysporum f. sp. phaseoli com a aplicagao de 0,5 g de p6,
por cova, no feijoeiro. Usando diferentes isolados e concentragdes (5 e 10 g de
sementes de trigo colonizadas) de Trichoderma sp., Patricio et al. (2001),
observaram variagdes de 0 a 41 % no controle de tombamento de pepineiro causado

por Pythium aphanidermatum.

y = 9,0x> - 95,2x? + 308,2x -219,1
120 2
R2=0,9
__ 100
Q
5 801
2 60
«@
©
S 40 - = -43,314x + 100,2
~ 20 ¢ 1° Experimento = 2° Experimento R?=0,98
O T T T 1
0 0,25 0,5 1

Doses de p6 de Trichoderma harzianum (g/cova)

Figura 9 — Incidéncia (%) da murcha de fusario em pepineiro, em tratamento de
substrato com diferentes doses de pdé (formulado) do isolado HTSRS de Trichoderma
harzianum. Santa Maria — RS.

Melloni et al. (1995) observaram 40% mais na germinagao de pepineiros com
a adicao de lixo urbano e E.M.4 (effective microrganisms) em substrato infestado

com F. oxysporum f. sp. cucumerinum. Segundo Rose et al. (2003) T. harzianum
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apresentou redugédo de 9% no tombamento de mudas do pepineiro causado por F.
oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum, em tratamento de solo com suspensao do
agente de biocontrole. Ja Sivan et al. (1984) observaram reducdo de 69% no
tombamento de mudas de pepineiro em solo infestado com Pythium
aphanidermatum usando T. harzianum no solo.

Para a severidade nado foram encontradas diferengas significativas entre os
tratamentos. Nos dois experimentos, as médias de notas ficaram entre 2,4 (1 g de p6
do isolado HTSRS) e 3 (0 g), sendo que nesse intervalo as plantas apresentaram
murcha excessiva ou estavam mortas. Porém, no tomateiro a menor nota para a

severidade ocorreu na adicao de 0,5 g de p6 de T. harzianum no solo (Figura 8).

4.3.2.2.3 — Tratamento de semente e substrato em bandejas de isopor com posterior

transplante de mudas

O numero de UFC de Trichoderma sp. em solo rizosférico de mudas do
pepineiro foi encontrado em maior quantidade no tratamento com o mix e com o
isolado HTSRS de T. harzianum, veiculados pelo substrato. No geral, as médias do
numero de UFC para Trichoderma sp. foram maiores quando a forma de tratamento
foi o substrato (Tabela 15). Porém, para Ahmad & Baker (1987) n&do foram
encontradas diferencas significativas na densidade populacional de dois isolados de
T. harzianum veiculados pelo solo e sementes, na rizosfera do tomateiro.

No tratamento testemunha, onde nado foi adicionado T. harzianum nas
sementes, o numero de UFC nao diferiu dos demais tratamentos (Tabela 15),
mostrando que os propagulos de Trichoderma sp. encontrados no substrato puro

(3,12 Log) se desenvolveram na rizosfera dos pepineiros.
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Tabela 15 — Numero de unidades formadoras de colénia (UFC) de Trichoderma spp.
em solo rizosférico de mudas de pepineiro que receberam tratamento de sementes
ou de substrato com isolados ou mix de Trichoderma harzianum. Santa Maria — RS.

Formas de tratamento
LOG,o (UFC + 1)

Tratamentos Semente Substrato
Testemunha 3,41* aA 3,67 aA
Isolado ETSR8 3,60 aA 3,69 aA
Isolado ETSR20 3,56 aA 3,67 aA
Isolado HTSR5 3,38 aB 3,98 aA
MIX (3 isolados) 3,31 aB 4,36 aA

Ccv 5,9% 5,9%

*Média de 4 placas/repeticdes. Médias seguidas por mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na
linha nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

No geral, houve pouca variagdo no numero de UFC de Trichoderma sp. entre
os tratamentos, principalmente quando a aplicagao foi via sementes. Pode-se dizer
que existe um ponto maximo de desenvolvimento populacional de Trichoderma na
rizosfera, sendo que o aumento da populacdo ocorre até o “ponto” em que o
ambiente suporta. De acordo com Odum (1988) sobre padrdes de crescimento
populacional, a populagcdo aumenta lentamente no inicio (fase de estabelecimento
ou de aceleragéo positiva), depois, mais rapidamente (aproximando-se, talvez, de
uma fase logaritmica), mas logo a taxa de aumento vai diminuindo, a medida que a
percentagem de resisténcia ambiental vai aumentando (fase de aceleragao
negativa), até o equilibrio ser alcangado e “mantido”.

A resisténcia ambiental (fator limitante) esta relacionada principalmente aos
niveis de nutrientes liberados na rizosfera (SIVAN & CHET, 1989), pois segundo
Rovira et al. (1974) os exudatos liberados pelas raizes apresentam baixas
concentracbes de carbono que € a energia requerida pela microflora rizosférica.
Talvez esse seja o motivo da competitividade que €& evidente no ambiente
rizosférico, pois de acordo com Sivan & Chet (1989) n&o ocorreu redu¢do na murcha
de fusario do algodoeiro em tratamento de sementes com isolado T-35 de T.
harzianum, quando foram adicionadas altas concentragdes de glucose e asparagina
(exsudatos) em substrato infestado com F. oxysporum f. sp. vasinfectum. Os

mesmos autores mencionaram que a competicao foi a principal forma de acao de T.
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harzianum na rizosfera, nao tendo sido excluidos outros mecanismos de biocontrole.

As mudas de pepineiro produzidas com diferentes isolados e mix de T.
harzianum, veiculados pelas sementes ou substrato, foram transplantadas para
vasos plasticos com inéculo de F. oxysporum f. sp. cucumerinum. Nos resultados
para a incidéncia e severidade da murcha de fusario ndo ocorreu interagao entre os
fatores, mas ocorreram diferencas significativas entre os tratamentos com os
isolados e o mix de T. harzianum (Tabela 16) e entre os dois métodos de aplicagao

dos antagonistas (Tabela 17).

Tabela 16 — Incidéncia (%) e severidade (notas) da murcha de fusario em mudas de
pepineiro transplantadas de bandejas de isopor, sob diferentes tratamentos com
isolados e mix de Trichoderma harzianum, veiculados pelas sementes ou substrato.
Santa Maria — RS.

Tratamentos Incidéncia (%) Controle - Severidade (notas)
incidéncia (%)

Testemunha s/ indculo 0* - 0
Testemunha c/in6culo 93*a - 3.0a
Isolado ETSR8 87 a - 25ab
Isolado ETSR20 87 a - 26ab
Isolado HTSR5 60 b 35 1.9 bc
MIX (3 isolados) 54 b 42 16 c

Ccv 29% 30%

* Média zero ndo entrou na analise estatistica.
**Médias seguidas por mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Tabela 17 — Incidéncia (%) e severidade (notas) da murcha de fusario em mudas de
pepineiro transplantadas de bandejas de isopor, sob diferentes formas de aplicagao
(semente ou substrato) dos isolados e mix de Trichoderma harzianum. Santa Maria —
RS.

Formas de tratamento Incidéncia (%) Severidade (notas)
Substrato 88" a 26a
Sementes 70 b 2 b

* Médias seguidas por mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

A menor incidéncia e severidade da murcha de fusario ocorreram nos
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tratamentos com o mix e com o isolado HTSR5 de T. harzianum, sendo que o
controle foi de 42 e 35%, respectivamente (Tabela 16). J& Inbar et al. (1994)
encontraram reducao de 67% no tombamento de mudas de pepineiro, em plantulas
crescidas em substrato tratado com o isolado T203 de T. harzianum e
transplantadas para estufa comercial infestada com Pythium sp e Rhizoctonia sp.
Mudas de tomateiro foram cultivadas em substrato com granulos de T. harzianum T-
22 e depois transplantadas para o campo com as raizes colonizadas pelo agente de
biocontrole, reduzindo a acdo de Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici e
aumentando o rendimento de frutos (DATNOFF et al., 1995). Assim como mudas de
pimentao produzidas com granulos de T. harzianum T-22 em estufa e transplantadas
para 0 campo sob condigcdes ambientais inadequadas, foi observado maior
sobrevivéncia e rendimento nas plantas tratadas do que para as nao tratadas
(HARMAN, 2000).

Observou-se que as maiores médias de UFC de Trichoderma sp. foram
encontradas na rizosfera das mudas de pepineiro que receberam tratamento de
substrato (Tabela 15). No entanto, as maiores médias de incidéncia e severidade,
também, foram encontradas para essa forma de aplicagdo dos agentes de
biocontrole (Tabela 17). Porém, de acordo com Sivan & Chet (1989), aumentando a
concentragdo de conidios do isolado T-35 de T. harzianum no tratamento de solo
resultou na diminuigdo da coloniza¢ao da rizosfera por Fusarium sp., sendo que uma
das estratégias para o controle de doencgas por patégenos veiculados pelo solo é
prevenir sua proliferacdo, mantendo sua populagdo em niveis baixos (TOYOTA et
al., 1996). Altas densidades populacionais de agentes de biocontrole no ambiente
solo sao importantes, principalmente em locais com alta infestagcéo de fitopatégenos,
pois tanto Trichoderma spp. quanto Fusarium spp. sao fungos saprofiticos e por
ocuparem o mesmo nicho certamente competirdo pela ocupag¢ao do ambiente, o que
fica evidenciado por Tauk (1990), que encontrou Trichoderma e Fusarium como
agentes de decomposicéo de folhedo, em area de cerrado.

A microbiolizagao das sementes apresentou melhores resultados, pois tanto a
incidéncia quanto a severidade foram menores, 18 e 23 %, respectivamente, do que
quando os isolados de T. harzianum foram veiculados pelo substrato (Tabela 17),
concordando com Ahmad & Baker (1988), que observaram 20% a mais de controle
em damping off de pré-emergéncia causado por Pythium ultimum em pepineiro

quando T. harzianum foi aplicado via sementes. Talvez a forma de aplicagao do
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agente de biocontrole seja preponderante a dosagem, no controle de patégenos de
solo, pois € essencial que ocorra a interagao entre o agente de biocontrole e a planta
e que o biocontrolador tenha a habilidade em se desenvolver e competir na
espermosfera e rizosfera. A microbiolizacdo de sementes, além de ser um método
util e promissor para o controle de patégenos das sementes e dos que sobrevivem
no solo (LUZ, 1991), pode ser considerado um importante método de aplicacéo de
biocontroladores, tendo em vista a pequena quantidade de material biologico
requerido em relagcdo aquela necessaria para aplicagdo no solo (NORONHA et al.,
1996).

A habilidade de agentes de biocontrole em colonizar a espermosfera e
alcancar altas densidades populacionais durante as primeiras 24 h da germinagao é
importante para a protecdo das sementes por infeccdo de patdégenos (NELSON,
2004). Esporos de Trichoderma quando inoculados em sementes de ervilha,
requereram de 10 a 14 horas para germinarem mais de 50 % dos conidios
(LIFSHITZ et al.,, 1986). Ja para F. oxysporum f. sp. melonis (meloeiro) e F.
oxysporum f. sp. vasinfectum (algodoeiro) a germinagéo de clamidésporos ocorreu
apos 18 e 24 h de inoculagao, em solo enriquecido com nutrientes e na rizosfera de
mudas, respectivamente (SIVAN & CHET, 1989). A germinacao de clamidosporos de
F. solani f. sp. pisi na espermosfera de ervilha ocorreu em torno de 5 a 7 mm da
superficie das sementes e se deu principalmente no local onde ocorre a emergéncia
da radicula (SHORT & LACY, 1974). Assim, ocorrendo a ligagao da planta com o
biocontrolador no inicio de seu desenvolvimento, as interagdes ecologicas entre
antagonista-hospedeiro-patdégeno e o restante da microflora residente ficam menos
complexas, facilitando o biocontrole (SINGH et al., 1999).

Além da espermosfera, € necessario que ocorra, também, a colonizacdo da
rizosfera para obter-se a protecao das raizes (SIVAN & CHET, 1989). O isolado T-35
de T. harzianum, utilizado em tratamento de sementes, foi encontrado em toda a
extensdo das raizes do meloeiro, algodoeiro e tomateiro, sendo que 0 maior numero
de UFC, para as trés culturas, ocorreu na extremidade das raizes (SIVAN & CHET,
1989). Os exsudatos presentes na rizosfera sdo excretados na extremidade das
raizes, e assim, a colonizagédo dessa regiao por agentes de biocontrole pode reduzir
a infeccdo por patétipos de Fusarium que penetram no sistema vascular de seus
hospedeiros, no xilema indiferenciado situado na extremidade da raiz (SIVAN &
CHET, 1989).
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4.4- CONCLUSOES

Concluiu-se que:

- isolados selecionados de Trichoderma harzianum podem ser utilizados no
tratamento de sementes, para a producdo de mudas e redugdao na incidéncia e
severidade da fusariose do tomateiro;

- isolados de Trichoderma harzianum estimulam o vigor de mudas e sdo uma
opc¢ao para o controle da fusariose do pepineiro;

- o tratamento de sementes com isolados selecionados de Trichoderma
harzianum reduzem a fusariose do tomateiro e pepineiro;

- o0 tratamento integrado de fungicida e isolados de Trichoderma harzianum
pode ser utilizado no controle da fusariose do tomateiro e pepineiro;

- Trichoderma harzianum em tratamento de sementes ou de substrato se

desenvolve na rizosfera do pepineiro.
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CAPITULO V
DINAMICA POPULACIONAL DOS GENEROS Trichoderma E Fusarium E DE
PARTE DA MICROBIOTA DO SOLO, COM A ADI(;/T\O DE Trichoderma
harzianum, NO CULTIVO DO TOMATEIRO E PEPINEIRO.

RESUMO

Existem poucos relatos sobre a sobrevivéncia e acdo de Trichoderma na microbiota
nativa, quando adicionado ao solo como agente de biocontrole. Assim, o objetivo
desse trabalho foi analisar a dindmica populacional dos géneros Trichoderma e
Fusarium e de parte da microbiota do solo com a adi¢cao de Trichoderma harzianum,
no cultivo do tomateiro e pepineiro. Para isso, foram realizados experimentos no
outono/inverno e primavera/verdo, com o cultivo do pepineiro e tomateiro, em horta e
estufa. Foi adicionado ao solo 1 g de pd por cova, do formulado dos isolados
HTSR5, ETSR20 e ETSR8 e mix de T. harzianum, com ou sem a semeadura de
sementes de tomate cereja e pepino para conserva. Foram efetuadas quatro coletas
(0, 45, 90 e 135 dias) sendo que a primeira ocorreu antes do agente de biocontrole
ser adicionado ao solo e/ou ter ocorrido a semeadura. Os solos nao rizosférico e
rizosférico do tomateiro e pepineiro foram coletados e usados para a realizagao de
diluicbes. As diluicbes foram efetuadas para quatro meios de cultura: BDA para
fungos totais e os seletivos para bactéria, Trichoderma e Fusarium. Apos, ocorreu a
contagem do numero de UFC para os quatro meios de cultura e obtiveram-se o Log
UFC/g de solo para os microrganismos alvos. Para os experimentos realizados no
outono/inverno e na primavera/verdao, tanto no cultivo do tomateiro quanto do
pepineiro, em horta e estufa, encontraram-se alteracées na densidade populacional
de Trichoderma spp., Fusarium spp., bactérias e fungos totais. N&do ocorreram
diferengas entre os tratamentos de solo rizosférico e os de solo nao rizosférico, pois
observou-se o desenvolvimento parcial de plantas daninhas durante os 135 dias, do
desenvolvimento do experimento. Para os tratamentos testemunha apenas com
planta, sem a adigdo do agente de biocontrole e sem planta e sem o agente, as
médias de Log UFC/g de solo para Trichoderma foram significativamente menores.
Concluiu-se que: a adi¢ao de isolados de Trichoderma harzianum no solo de horta e
estufa contribui para o desenvolvimento e estabilidade populacional de Trichoderma
spp. em solo rizosférico, durante todo o ciclo de cultivo do tomateiro e pepineiro; e a
adicdo dos isolados de Trichoderma harzianum no solo, tanto de horta quanto de
estufa, pode interferir na populagéao de Fusarium spp., fungos totais e bactérias.

Palavras-chave: rizosfera, bactérias, fungos, ambiente protegido, UFC.
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5.1- INTRODUGAO

A acao de Trichoderma spp. como antagonista a varios fungos de solo e sua
influéncia no desenvolvimento vegetal tém sido amplamente pesquisada (MELO,
1996; HARMAN, 2000; HOWELL, 2003; HARMAN et al., 2004), mas existem poucos
relatos abordando a agdo desse fungo quando adicionado no ecossistema,
principalmente com relacdo a sua dindmica populacional e a interferéncia na
populacdo da microbiota nativa.

Certamente existe controle biolégico em ecossistemas naturais que evitam a
ocorréncia de epidemias altamente destrutivas (MELO, 1996). A problematica é que
devido ao cultivo convencional e mau uso do solo, esse chamado “equilibrio” e
controle natural da populagédo de fitopatogenos ndo se mantém e, assim, necessita-
se, muitas vezes, adicionar agentes de biocontrole devido a alta incidéncia de
doencas.

A adi¢ao de agentes de biocontrole no ambiente solo causa questionamentos
principalmente quanto a sua sobrevivéncia e agdo na microbiota nativa. De acordo
com Capalbo & Nardo (2000) trés fatores devem ser observados quando agentes de
biocontrole sdao adicionados a campo, com relacdo ao ambiente: persisténcia,
crescimento populacional e dispersdo. Pesquisas nessa area podem sanar
problemas como falhas no biocontrole de fitopatogenos, que segundo MELO (1996),
frequentemente ocorrem por falta de conhecimento da ecologia e da fisiologia dos
microrganismos utilizados para esse fim, em ecossistemas naturais.

Pesquisas sobre a sobrevivéncia de Trichoderma introduzido no solo séo
necessarias, pois os atributos para um antagonista “eficiente”, segundo Cook &
Baker (1983) s&o a habilidade de sobreviver, desenvolver e proliferar no solo e na
rizosfera. Assim os experimentos relacionados com a sobrevivéncia do agente de
biocontrole precisam estar voltados a realidade do cultivo de olericolas ou de
culturas comerciais, pois geralmente ocorrem em vasos (LEWIS & PAPAVIZAS,
1984; WINDELS et al., 1985) ou com variaveis extremamente controladas, incluindo
solo estéril (SIVAN et al., 1984; TSAHOURIDOU & THANASSOULOPOULOS, 2002)
e microcosmo (NASEBY et al., 2000).

Quanto a agao de agentes de biocontrole sobre a microbiota nativa, Vazquez

et al. (2000) encontraram flutuagdo populacional das comunidades microbianas na
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rizosfera de plantas de milho devido a adicdo de agentes microbianos (Azospirillum,
Pseudomonas e Trichoderma), assim como Siddiqui & Shaukat (2003), que
observaram flutuagédo populacional de fungos nativos devido aos efeitos da adigcéo
de Pseudomonas aeruginosa no cultivo do tomateiro. J& Harman (2000), observou
que o isolado T-22 de T. harzianum colonizou a raiz de diferentes culturas e
deslocou a microflora, mudando a composi¢cao da microbiota. O efeito de agentes de
biocontrole sobre outros organismos que n&o o patégeno alvo é pouco documentado
e € necessario o conhecimento das consequéncias ecoldgicas dessa interagdo para
ter-se seguranga na sua utilizagdo (SMITH et al., 1992).

Fusarium é um género fungico formado por varias espécies e formae
speciales, com poder de adaptagédo e de se manter por longos periodos no ambiente
solo, o que é referendado pela sua ampla distribuicdo geografica. A atengcdo que
vem sendo dada a esse género é reflexo de sua importancia econdmica, pois é
agente causal de doengas, como as murchas, em uma gama de culturas.

Fusarium spp. e Trichoderma spp. foram encontrados simultaneamente em
diferentes situagdes, em ocorréncia natural, como em solo rizosférico do tomateiro
(SIDDIQUI & SHAUKAT, 2003), decompondo folhedo em area do cerrado (TAUK,
1990), e em latossolo amarelo e terra preta arqueoldogica na Estacao Cientifica
Ferreira Penna no Para (BATISTA et al., 2004). Porém, a dindmica populacional de
Fusarium é relatada somente para culturas comerciais e para Trichoderma tem-se
poucos registros, principalmente a campo. Péde-se constatar que a dinamica
populacional de Fusarium spp. varia de acordo com uma gama de fatores, dentre os
quais: sucessdes ou rotagcdes de culturas, pois ocorreu aumento populacional de
Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. glycines pela sucessdo soja — aveia — soja
(FREITAS, 2003); diferentes estagios de desenvolvimento das plantas, constatado
para F. solani f. sp. glycines durante o ciclo de cultivo de soja a campo (LUO et al.,
2001); e profundidade do solo, com a maior concentragdo de propagulos de
Fusarium spp. encontrada em até 15 cm de profundidade, em solo infestado
naturalmente com o fitopatégeno (RUPE et al., 1999).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi analisar a dindmica populacional
dos géneros Trichoderma e Fusarium e de parte da microbiota do solo com a adigéo

de Trichoderma harzianum, no cultivo do tomateiro e pepineiro.
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5.2- MATERIAL E METODOS

5.2.1 - Local das coletas

As coletas de solo foram realizadas em estufa e horta, localizadas na area
experimental do Departamento de Defesa Fitossanitaria da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM).

A estufa utilizada no experimento possuia uma area de 200 m? (25 m x 8 m) e
um peé-direito de 2,5 m. A estrutura era do tipo metalica e teto em arco, coberta por
filme de PVC transparente provido de um sistema antigotejo.

A horta era utilizada para o plantio de olericolas, principalmente tomateiro e
pepineiro apresentando uma area de 200 m? (25 m x 8 m).

Os dois locais foram escolhidos por ter-se retirado, desses ambientes, os trés
isolados de T. harzianum que foram introduzidos no solo como agentes de
biocontrole e por ter-se analisado a distribuicdo espacial de Trichoderma e Fusarium
e visto que os dois géneros fungicos ocorreram em praticamente toda a extenséo
das duas areas (Capitulo Il), indicando que o solo era propicio ao desenvolvimento

desses fungos.

5.2.2 — Formulagao dos isolados de Trichoderma harzianum

Os isolados HTSR5, ETSR20 e ETSR8 de T. harzianum foram retirados de
solo rizosférico do tomateiro, de horta e estufa (Capitulo Il), e selecionados em
laboratdrio, no qual reduziram a populagao de F. solani e F. oxysporum (Capitulo IlI).

Na formulacao dos isolados de T. harzianum, discos de BDA contendo micélio
e esporos foram colocados sobre 50 g de arroz, umedecidos com 75 mL de agua
destilada, em frascos de erlenmeyer previamente autoclavados por 40 min. Os
frascos permaneceram em camara climatizada a 22 °C, com fotoperiodo de 12 h, por
10 dias, para a colonizagéo do arroz. Apds, ocorreu a secagem em estufa (37 °C) e
0 in6culo foi triturado em liquidificador até ser transformado em p6 e passado por
uma peneira de 40 meshes. Encontraram-se 10® UFC para cada g de p6 de T.

harzianum em meio seletivo para Trichoderma.
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5.2.3 — Implantagao dos experimentos

Foram realizados quatro experimentos divididos em duas épocas, sendo a
primeira o outono/inverno de 2004 e a segunda, a primavera/verao de 2004 a inicio
de 2005. Os dois experimentos, nas duas épocas, foram repetidos de forma
semelhante, sendo que os camalhdes nao foram montados nos mesmos locais para
nao ocorrer a interferéncia de possiveis residuos dos agentes de biocontrole
adicionados ao solo, no experimento anterior.

O tomateiro e o pepineiro utilizados foram da variedade cereja e de conserva,
respectivamente, sendo que as sementes (Bionatur®) ndo receberam qualquer tipo
de tratamento. Nao foram adicionados quaisquer tipos de nutrientes ou matéria
organica (além da encontrada no proprio local) no cultivo das duas olericolas, para
ocorrer menor interferéncia no ambiente.

Foram utilizados quatro camalhdes na horta e quatro na estufa, para o
tomateiro e para o pepineiro, totalizando 16 camalhdes. Os camalhdes mediam 9 m
de comprimento por 45 cm de largura com intervalo de 55 cm entre os mesmos.
Cada camalhao foi demarcado com onze estacas maiores que delimitaram os dez
tratamentos e por 30 estacas menores que indicaram as trés repeticbes em cada
tratamento.

As covas foram abertas na profundidade de 1,5 cm para o tomateiro e 2,0 cm
para o pepineiro e indicadas por uma estaca menor. Foi adicionado 1 g de p6 dos
isolados de T. harzianum (HTSR5, ETSR20 e ETSR8) e o mix (mistura dos trés
isolados) nas covas, de acordo com os referidos tratamentos.

Os dez tratamentos consistiram de: T1- ETSR8 + planta; T2 - ETSR20 +
planta; T3 - HTSR5 + planta; T4 - Mix + planta; T5 - planta; T6 - ETSRS8; T7-
ETSR20; T8 — HTSR5; T9 - Mix; T10 - sem tratamento e planta.

Apos a adicdo do agente de biocontrole foi realizada a semeadura de trés
sementes de pepino ou de tomate por cova. Vinte dias depois da semeadura foi
realizado o desbaste, sendo deixada apenas uma planta por cova/repeticao.

A irrigacdo foi realizada durante 40 min diariamente, na estufa, por
mangueiras com sistema de gotejamento e na horta foi de acordo com a precipitagcao
local, salvo 10 dias iniciais quando os camalhdes foram regados diariamente até

ocorrer a total emergéncia das plantulas.
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O controle de plantas daninhas foi manual, sendo que no local das covas sem
plantas, onde era realizada a coleta de solo nao rizosférico, fez-se o corte dos
vegetais com tesoura para ndo mexer com o solo. Ndo foi possivel controlar o
desenvolvimento de plantas daninhas nas covas que deveriam ter apenas solo nao-
rizosférico, durante todo o periodo de desenvolvimento do experimento (135 dias).
Para o controle de insetos foram realizadas duas aplicagdes de inseticida piretréide
antes das plantas apresentarem 30 dias de desenvolvimento.

Foram coletadas amostras de solo da estufa e da horta e encaminhadas ao

Laboratério Central de Analises de Solos (UFSM) para analise quimica (Anexo ).

5.2.4 — Coletas

As coletas foram realizadas em quatro épocas distintas aos 0, 45, 90 e 135
dias apds a semeadura do pepineiro e tomateiro. A primeira coleta de solo ocorreu
retirando-se amostras das trés covas de cada repeticdo, por camalhdo, antes de
realizar-se o tratamento com os agentes de biocontrole e a semeadura (tempo zero).
As demais coletas ocorreram em intervalos de 45 dias (45, 90 e 135 dias), quando
foram retiradas as plantas e/ou solo de cada uma das trés parcelas por repeticao,
nos camalhdes. O tempo maximo de permanéncia das duas culturas foi de 135 dias.
Esse periodo foi escolhido porque para o pepineiro, o ciclo de cultivo tem duracéo de
aproximadamente 120 dias sendo menor do que o do tomateiro, geralmente de 180
dias (FILGUEIRA, 2003).

Dos dez tratamentos utilizados nos experimentos, apenas cinco
apresentavam plantas, sendo assim, realizaram-se cinco coletas de solo rizosférico
e cinco de solo ndo rizosférico por camalh&o, para o pepineiro e para o tomateiro,
separadamente.

Para as coletas de solo rizosférico em horta e estufa, os pepineiros e
tomateiros foram retirados do solo, com o auxilio de uma pa de corte tendo-se
cuidado no retirar a raiz com o solo. O solo que estava em torno da raiz foi retirado
manualmente deixando-se apenas o que estava aderido a mesma. As raizes das
plantas juntamente com o solo aderido foram colocadas em sacos plasticos e, apés,
a parte aérea foi separada com a utilizacdo de um estilete.

As coletas do solo nao rizosférico em horta e estufa, ocorreram com o auxilio
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de um frasco de metal que foi imerso em solugdo com hipoclorito 75 %, no intervalo
das coletas. As coletas foram realizadas na profundidade de até 7 cm, pois o p6
contendo os isolados de T. harzianum foi adicionado nas covas nas profundidades
de 1,5e 2,0 cm.

Os sacos plasticos contendo as amostras de solo nao rizosférico e de raizes

com solo rizosférico foram conduzidas ao Laboratério de Fitopatologia da UFSM.

5.2.5 — Dilui¢des das amostras de solo rizosférico e n&o rizosférico

O solo rizosférico foi obtido das raizes dos tomateiros e pepineiros agitando-
se as raizes dentro dos sacos plasticos onde estavam acondicionadas, até a retirada
total do solo.

Diluicbes das amostras de solo rizosférico e ndo rizosférico foram realizadas
para solos coletados em estufa e horta, tanto no cultivo do pepineiro quanto do
tomateiro.

Para as suspensodes foram pesados 2 g de solo rizosférico e nao rizosférico
de cada coleta e, apds, foram adicionados em frascos de vidro contendo 98 mL de
agua destilada e esterilizada. Os frascos foram colocados em agitador mecéanico
durante 30 min. A partir dessa solugao original foi realizada diluicao de 20 vezes, ou
seja, 5 mL da solucao foram acrescentados em frasco com 95 mL de agua destilada
e esterilizada. Da diluicdo, uma aliquota de 1 mL, por placa de Petri, foi aplicada
sobre 0 meio de cultura e espalhada com uma al¢a de Drigalsky. Para todas as
amostras de solo diluidas foram utilizados quatro meios de cultura: BDA para fungos
totais (culturaveis em meio), NS para Fusarium spp., seletivo para bactérias e
seletivo para Trichoderma spp. Antes dos meios de cultura serem plaqueados
acrescentou-se cloranfenicol 10% (5 mL/L), com exceg¢do do meio seletivo para
bactérias.

Meios de cultura utilizados:

- BDA — 200 g de batata, 20 g dextrose, 18 g de agar e 1 L de agua.

- NS (Nash & Snyder) - 20 g de agar, 15 g de peptona, 0,5 g de MgS04.7H-0,
1,0 g de KH,POq4, 1 g de quintozene e 1 L de agua.

- Seletivo para Trichoderma — 18 g de agar, 6 g de dextrose, 200 g de batata,
0,2 g de MgS04.7H,0, 0,9 g de KH2PO4, 0,5 g de quintozene, 0,15 g de Rosa de
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Bengala, 0,1 mg de Benomil, 0,1 mg de Iprodione e 1 L de agua. Os fungicidas
Benomil e Iprodione foram diluidos em acetona e adicionados ao meio de cultura
(0,4 mL/L de meio) para prevenir o crescimento de outras espécies de fungos.

- Seletivo para bactérias — 18 g de agar e 8 g do concentrado Nutrient Broth
dehydrated (Difco) para 1 L de agua.

Foram utilizadas quatro placas de Petri para cada meio de cultura, totalizando
16 placas por amostra de solo. As placas foram incubadas em cémara climatizada a
24 °C, com fotoperiodo de 12 h.

5.2.6 - Avaliacao

A avaliagao consistiu da contagem do niumero de UFC de microrganismos por
placa de Petri, sendo que a avaliagao para bactérias ocorreu apds 48 h, para fungos
totais apos trés dias, para Trichoderma spp. e Fusarium spp. apés sete dias de

incubacao.

5.2.7- Registro dos dados meteoroldgicos

A temperatura e umidade relativa do ar foram medidas diariamente por
termohigrégrafo instalado dentro da estufa e para horta os dados foram retirados na
Estacdo Meteoroldgica da UFSM, assim como a precipitagao local.

As médias de temperatura (Tm) e umidade relativa do ar (URm) foram
calculadas de acordo com as formulas Tm = (T9+2.T21+Tmin+Tmax)/5 e URm =
(UR9+UR15+2UR21)/4.

Para o primeiro experimento foram instalados sete geotermdmetros na horta e
sete na estufa, nas profundidades de 2,5, 5 e 10 cm, sendo que a temperatura do
solo foi medida diariamente as 9 h para poder-se comparar com a temperatura

ambiente.
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5.2.8 - Analise estatistica

O delineamento experimental foi de blocos casualizados em esquema fatorial
10 x 4 (10 tratamentos e 4 épocas de coleta — 0, 45, 90 e 135 dias). Os dados
referentes ao nimero de UFC foram transformados para LOG:o (UFC + 1) e os
resultados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F. Para comparacéao
de médias foi utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade e foi realizada analise
de regresséo a partir dos métodos dos polinbmios ortogonais para comparag¢ao das
diferentes épocas de coleta. As analises foram realizadas com o auxilio do programa
estatistico SOC (EMBRAPA - 1986).

5.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 — Experimentos realizados no outono/inverno

Para os experimentos realizados no outono/inverno, tanto no cultivo do
tomateiro quanto do pepineiro, em horta e estufa, encontraram-se alteracbes na
densidade populacional de Trichoderma spp., Fusarium spp., bactérias e fungos
totais.

No cultivo do pepineiro em horta, ocorreu interacéo dos fatores tratamentos x
épocas de coleta, apenas quanto a avaliagdo da populagdo de Trichoderma spp.
(Figura 10 — 1A), quanto a populagao de Fusarium spp. nao ocorreram diferencas
significativas entre os tratamentos e entre épocas de coleta, e para fungos totais
(Figura 10 — 3A) e bactérias (Figura 10 — 4A) as diferengas foram apenas para as
épocas de coleta.

Em estufa, ndo ocorreu interagcdo dos fatores para nenhum dos
microrganismos avaliados, mas ocorreram diferengas significativas, em épocas de
coletas, para Trichoderma spp. (Figura 10 — 1B), Fusarium spp. (Figura 10 -2B),
fungos totais (Figura 10 — 3B) e bactérias (Figura 10 — 4B). Para Trichoderma spp. e
fungos totais também ocorreram diferengas quanto aos tratamentos, porém ocorreu

pouca variagao entre os tratamentos com e sem planta (Tabela 18). A dificuldade em
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manter as covas sem o desenvolvimento de plantas daninhas, para a coleta de solo

nao rizosférico, pode ser a explicacao para o ocorrido.
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Figura 10 — Populagao de Trichoderma spp. (1), Fusarium spp. (2), fungos totais (3)
e bactérias (4), com a adi¢cao de isolados de Trichoderma harzianum no solo, no

cultivo do pepineiro, em horta (A) e estufa (B), no outono/inverno. Santa Maria — RS.
Tratamentos: T1- ETSRS8 + planta; T2 - ETSR20 + planta; T3 - HTSR5 + planta; T4 - Mix + planta; T5
- planta; T6 - ETSRS; T7- ETSR20; T8 — HTSRS5; T9 - Mix; T10 - sem tratamento e planta.

1A* - Nenhuma equacédo se adequou aos resultados dos Tratamentos 4, 5, 7 e 10.

Tabela 18 — Trichoderma spp. e fungos totais (Logic UFC/g de solo) em solo
rizosférico e nao rizosférico, sob diferentes tratamentos com isolados de

Trichoderma harzianum e mix, no cultivo do pepineiro, em estufa, no outono/inverno.
Santa Maria — RS.

TRATAMENTO Trichoderma spp. Fungos totais
Logio UFC/g de solo Logio UFC/g de solo

MIX 4.23* a 5.01 ab
ETSR20 420 a 496 b
ETSR20 + planta 4.10 ab 5.10 ab
HTSRS5 + planta 4.08 ab 5.39a

MIX + planta 4.05 ab 5.14 ab
ETSRS8 + planta 4.00 ab 5.37 ab
HTSR5 3.89 ab 539 a

ETSR8 3.84 ab 5.26 ab
Testemunha - sem planta 3.81 ab 5.23 ab
Testemunha - planta 359 b 5.31ab

* Médias seguidas por mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

No cultivo do tomateiro em horta, ocorreu interacdo dos fatores tratamentos x
épocas de coleta, apenas quanto a avaliagdo da populagdo de Trichoderma spp.
(Figura 11 — 1A). Quanto a populagdo de Fusarium spp. (Figura 11 — 2A) e fungos
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totais (Figura 11 — 3A) as diferengas foram apenas para as épocas de coleta, e para
bactérias ndao ocorreram diferengas significativas entre os tratamentos e entre
épocas de coleta.

Em estufa, ocorreu interagdo dos fatores tratamentos x épocas de coleta,
apenas quanto a avaliagdo da populagdo de Trichoderma spp. (Figura 11 — 1B).
Quanto a populagéo de Fusarium spp. (Figura 11 — 2B), fungos totais (Figura 11 —
3B) e bactérias (Figura 11 — 4B) as diferengas foram apenas para as épocas de

coleta.
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Figura 11 — Populagao de Trichoderma spp. (1), Fusarium spp. (2), fungos totais (3)
e bactérias (4), com a adicdo de agentes de biocontrole no solo, no cultivo do

tomateiro, em horta (A) e estufa (B), no outono/inverno. Santa Maria — RS.
Tratamentos: T1- ETSR8 + planta; T2 - ETSR20 + planta; T3 - HTSR5 + planta; T4 - Mix + planta; T5
- planta; T6 - ETSRS; T7- ETSR20; T8 — HTSR5; T9 - Mix; T10 - sem tratamento e planta.

1A*, 1B* - Nenhuma equagao se adequou aos resultados do Tratamento 10.

5.3.1.1- Sobrevivéncia e desenvolvimento populacional de Trichoderma spp. em

experimentos no outono/inverno

A introducdo dos isolados de T. harzianum e de plantas, pepineiro e

tomateiro, fez com que ocorresse um aumento na densidade populacional de



134

Trichoderma spp. que se manteve até o final dos experimentos, o que pode ser
observado para as coletas apds o tempo zero, quando foram inoculados os isolados
de T. harzianum, para o pepineiro (Figura 10) e o tomateiro (Figura 11), em horta e
estufa. Os tratamentos com e sem planta apresentaram o mesmo comportamento,
embora tenha ocorrido diferenga significativa entre os mesmos.

A populacéo de Trichoderma spp. no experimento com o pepineiro, em horta,
mostrou um comportamento diferente do encontrado para estufa. Na horta, em geral,
a populacdo apresentou uma tendéncia a declinar apds a ultima coleta, aos 135 dias
(Figura 10 — 1A). Para o pepineiro em estufa, a populagéo de Trichoderma spp. se
manteve quase constante, numa tendéncia em se estabilizar (Figura 10 — 1B). Ja
para o experimento com o tomateiro, a populacdo de Trichoderma spp. tanto em
horta quanto em estufa, obteve um pequeno aumento a partir da segunda coleta,
apresentando uma tendéncia em se estabilizar (Figura 11 — 1A e 1B). Pode-se
observar que a populagdo desse agente de biocontrole, uma vez estabelecida na
rizosfera do tomateiro e pepineiro pode acompanha-los por todo o ciclo das culturas,
mesmo nas condi¢des climaticas do outono/inverno.

O tratamento sem planta e sem a adi¢cao de isolados de T. harzianum, foi o
unico que apresentou comportamento diferenciado, pois nenhuma das equacgdes se
adequou aos resultados dos experimentos para pepineiro, em horta (Figura 10 —
1A), e tomateiro, em horta e estufa (Figura 11 — 1A e 1B), além de apresentar menor
média de UFC/g de solo quando comparado aos demais tratamentos (Tabela 18).

A populacao de Trichoderma spp. (Log UFC/g de solo) apresentou variagoes,
nos experimentos para o pepineiro, de 3,3 a 4,3 Log e de 3,0 a 4,5 Log, para horta e
estufa (Figura 10), respectivamente; e para o tomateiro de 3,6 a 4,3 Log e de 3,5 a
4,9 Log, para horta e estufa (Figura 11), respectivamente. Embora as diferengas
tenham sido pequenas quanto ao nivel populacional de Trichoderma (Log UFC/g de
solo) em solo de horta e estufa, o maior desenvolvimento ocorreu em ambiente
protegido. A temperatura e umidade podem ter influenciado para que ocorressem as
diferengcas no desenvolvimento populacional do agente de biocontrole, pois em
ambiente protegido as temperaturas ambiental (Figura 12) e do solo (Figura 13),
foram mais altas, quando comparadas com o ambiente externo (Figuras 14 e 15). Na

época da condugao do experimento ocorreram 412mm de chuva.
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Figura 13 — Temperatura do solo medida por geotermdmetros a 2,5, 5 e 10 cm de

profundidade as 9 h, em estufa. Santa Maria — RS.
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Figura 14 — Média da temperatura e umidade relativa referente aos experimentos do
outono/inverno, em horta. Santa Maria — RS.
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Figura 15 — Temperatura do solo medida por geotermdémetros a 2,5, 5 e 10 cm de
profundidade as 9 h, em horta. Santa Maria — RS.

5.3.1.2- A adicdo de Trichoderma no solo e a interferéncia na microbiota nativa em

experimentos no outono/inverno

A adicdo dos agentes de biocontrole pode ter modificado a composicdo da
microbiota nativa, mas nao foi observado qualquer tipo de oscilagdo brusca no
desenvolvimento populacional de Fusarium spp., fungos totais ou bactérias. Além
disso, ndo ocorreram diferengas significativas para os tratamentos com os isolados
de T. harzianum, com relagdo as populagdes de Fusarium spp., fungos totais (com
uma excegao) ou bactérias, evidenciando que a adicdo de Trichoderma e de plantas

pode nao ter apresentado maiores influéncias na dindmica populacional desta parte
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da microbiota do solo.

Praticamente nao ocorreu interferéncia da adicdo dos agentes de biocontrole
na dinamica populacional de Fusarium spp. O nivel populacional de Fusarium spp.
no experimento com pepineiro, em estufa, apresentou acréscimo, com tendéncia a
se estabilizar apoés os 135 dias (Figura 10 — 2B). Para o tomateiro, em horta,
apresentou decréscimo até a segunda coleta e depois acréscimo até a ultima coleta,
e na estufa, se manteve quase constante (Figura 11 — 2A e 2B).

Para os fungos totais pdde-se constatar uma possivel interferéncia de
Trichoderma na fase inicial do experimento, principalmente até os 45 dias. Para o
experimento com pepineiro, os fungos totais, apresentaram decréscimo populacional
até os 90 dias, tanto em horta quanto em estufa, e apos, tiveram acréscimo (Figura
10 — 3A e 3B). Ja no experimento com tomateiro, em horta, ocorreu decréscimo até
aos 45 dias que se manteve aos 90, e apods, obteve acréscimo populacional; e na
estufa a populagao permaneceu quase estavel, com pequeno acréscimo (Figura 11
— 3A e 3B). Vasquez et al. (2000) também observaram acréscimo na populagao de
fungos totais na rizosfera de plantas de milho, apdés 60 dias da inoculagdo de T.
harzianum em substrato.

A densidade populacional das bactérias pode ter sido mais influenciada pelo
ambiente do que pela adicdo de Trichoderma ao solo. Para o experimento do
pepineiro, em horta, a populacdo manteve-se constante até os 45 dias (em nivel
baixo) e s6 depois teve acréscimo (Figura 10 — 4A). Nessa fase do experimento
mesmo com alta umidade do ar a temperatura ambiente estava baixa, em torno de
20 °C (Figura 14) e do solo, de 15 a 18 °C (Figura 15), o que pode ter desfavorecido
o desenvolvimento bacteriano. Na estufa, a populagdo bacteriana apresentou certo
acréscimo inicial e depois decréscimo, vindo a ter melhor desenvolvimento
populacional aos 135 dias (Figura 10 — 4B). Para o tomateiro, na estufa, a densidade
populacional bacteriana teve decréscimo até aos 90 dias e depois acréscimo na
densidade populacional (Figura 11 — 4B). Na estufa, a fase inicial ndo foi
problematica para as bactérias, pois a temperatura estava mais alta do que a
encontrada na horta, em média de 28 °C e a umidade do ar em 70 % (Figura 12).

Para Vasquez et al. (2000), a densidade populacional de Azospirillum e
Pseudomonas apresentou pequeno decréscimo e acréscimo, respectivamente, nio
significativos, na rizosfera de plantas de milho, apds 60 dias da inoculagdo de T.

harzianum em substrato.
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5.3.2 — Experimentos realizados na primaveral/verao

Para os experimentos realizados na primavera/verao, tanto no cultivo do
tomateiro quanto do pepineiro, em horta e estufa, encontraram-se mudangas na
densidade populacional de Trichoderma spp., Fusarium spp., bactérias e fungos
totais.

No cultivo do pepineiro em horta, ocorreu interacdo dos fatores tratamentos x
épocas de coleta, apenas quanto a avaliagdo da populagdo de Trichoderma spp.
(Figura 16 — 1A). Quanto a populagdo de Fusarium spp. (Figura 16 — 2A) e fungos
totais (Figura 16 — 3A) as diferencas foram apenas para as épocas de coleta, e para
bactérias ndao ocorreram diferengas significativas entre os tratamentos e entre
épocas de coleta.

Em estufa, ndo ocorreu interacdo dos fatores para nenhum dos
microrganismos avaliados, mas ocorreram diferengas significativas, em épocas de
coletas, para Trichoderma spp. (Figura 16 — 1B), Fusarium spp. (Figura 16 -2B),
fungos totais (Figura 16 — 3B) e bactérias (Figura 16 — 4B).
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Figura 16 — Populagao de Trichoderma spp. (1), Fusarium spp. (2), fungos totais (3)
e bactérias (4), com a adig¢ao de isolados de Trichoderma harzianum, no cultivo do
pepineiro, em horta (A) e estufa (B), na primavera/verao. Santa Maria — RS.
Tratamentos: T1- ETSRS8 + planta; T2 - ETSR20 + planta; T3 - HTSR5 + planta; T4 - Mix + planta; T5
- planta; T6 - ETSRS8; T7- ETSR20; T8 — HTSRS5; T9 - Mix; T10 - sem tratamento e planta.

1A* - Nenhuma equacéo se adequou aos resultados do Tratamento 10.
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A populacdo de Trichoderma spp., no cultivo do pepineiro, em estufa,
apresentou diferengas significativas entre os tratamentos, sendo que os tratamentos
com planta, ou seja, quando a coleta foi de solo rizosférico, apresentaram maior
média de Log UFC/g de solo, quando comparados aos sem planta, de solo ndo
rizosférico (Tabela 19). A menor média de Log UFC de Trichoderma spp./g de solo

ocorreu no tratamento onde nao foi adicionado agente de biocontrole nem planta.

Tabela 19 — Trichoderma spp. (Logig UFC/g de solo) em solo rizosférico e n&o
rizosférico, sob diferentes tratamentos com isolados e mix de Trichoderma
harzianum, no cultivo do pepineiro, em estufa, na primavera/verdo. Santa Maria —
RS.

TRATAMENTO Trichoderma spp. Log1o UFC/g de solo
ETSRS8 + planta 413 a
ETSR20 + planta 413 a
MIX + planta 4.03 ab
MIX 4.03 ab
HTSRS5 + planta 4.01 ab
ETSR8 4.00 ab
ETSR20 3.96 abc
HTSR5 3.94 abc
Testemunha - planta 3.90 bc
Testemunha - sem planta 3.78 ¢

No cultivo do tomateiro em horta, ocorreu interacdo dos fatores tratamentos x
épocas de coleta, apenas quanto a avaliagdo da populagdo de Trichoderma spp.
(Figura 17 — 1A). Quanto a populagao de Fusarium spp. (Figura 17 — 2A), fungos
totais (Figura 17 — 3A) e bactérias (Figura 17 — 4A) as diferengas foram apenas para
as épocas de coleta.

Em estufa, ndo ocorreu interacdo dos fatores para nenhum dos
microrganismos avaliados, mas ocorreram diferengas significativas, em épocas de
coletas, para Trichoderma spp. (Figura 17 — 1B), Fusarium spp. (Figura 17 -2B),
fungos totais (Figura 17 — 3B) e bactérias (Figura 17 — 4B).
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Figura 17 — Populagao de Trichoderma spp. (1), Fusarium spp. (2), fungos totais (3)
e bactérias (4), com a adigdo de isolados de Trichoderma harzianum, no cultivo do

tomateiro, em horta (A) e estufa (B), na primavera/verdo. Santa Maria — RS.
Tratamentos: T1- ETSR8 + planta; T2 - ETSR20 + planta; T3 - HTSR5 + planta; T4 - Mix + planta; T5
- planta; T6 - ETSRS; T7- ETSR20; T8 — HTSRS5; T9 - Mix; T10 - sem tratamento e planta.

1A* - Nenhuma equacéao se adequou aos resultados do Tratamento 10.

Para a populagdao de Trichoderma spp., no cultivo do tomateiro, em estufa,
ocorreram diferengas significativas entre os tratamentos, sendo que os tratamentos
com planta, ou seja, quando a coleta foi de solo rizosférico, apresentaram maior
média de Log UFC/g de solo quando comparados aos sem planta, de solo nao
rizosférico (Tabela 20). O tratamento que apresentou menor média foi aquele em

que néo foi adicionado agente de biocontrole nem planta.

Tabela 20 — Trichoderma spp. (Logio UFC/g de solo) em solo rizosférico e n&o
rizosférico, sob diferentes tratamentos com isolados e mix de Trichoderma
harzianum, no cultivo do tomateiro, em estufa, na primavera/verdo. Santa Maria — RS.

TRATAMENTO Trichoderma spp. Logqo UFC/g de solo
ETSR20 + planta 4.22* a
HTSRS5 + planta 4.17 ab
MIX + planta 4.14 ab
MIX 4.10 abc
ETSRS8 + planta 4.09 abc
ETSR20 4.06 abcd
ETSR8 4.05 abcd
HTSR5 4.03 bcd
Testemunha - planta 3.92 cd
Testemunha - sem planta 388 d

* Médias seguidas por mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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5.3.2.1- Sobrevivéncia e desenvolvimento populacional de Trichoderma spp. em

experimentos na primavera/verao

Nos experimentos realizados com o pepineiro e tomateiro, com a introducéo
dos isolados de T. harzianum, ocorreu um aumento na densidade populacional de
Trichoderma spp. no solo, que se manteve até a ultima coleta. Os resultados sobre
os niveis populacionais de Trichoderma com relagao as diferentes épocas de coleta
foram semelhantes, tanto para horta quanto para estufa, pois apds a primeira coleta,
quando ocorreu a introducdo dos isolados de T. harzianum, ocorreu acréscimo
populacional e foram ocorrendo pequenos acréscimos ou estabilizacdo da
populacao (Figura 16 — 1A e 1B, Figura 17 — 1A e 1B). Para a estufa, tanto no cultivo
do tomateiro quanto do pepineiro, os tratamentos com ou sem planta apresentaram
comportamento semelhante, embora a menor média de UFC para Trichoderma spp.
tenha sido para o tratamento sem planta e adigdo do agente de biocontrole. O
mesmo comportamento na dindmica populacional de Trichoderma spp. foi observado
por Sivan et al. (1987) em solo rizosférico de tomateiro, cultivado a céu aberto,
conduzido até 168 dias apds o tratamento de solo, com isolado de T. harzianum.

Nao foram realizadas diluigdes do solo apds a retirada das plantas (pepineiro
e tomateiro) para ter-se a densidade populacional residual, que deve ter ficado ao
nivel da populagdo natural (inicial) dos solos de horta e estufa. Segundo Matsumura
et al. (2002) Trichoderma spp. adicionado em diferentes substratos (humus de
minhoca, esterco de gado, suino e aves, além de solo ndo adubado) se estabeleceu
apenas por um determinado tempo, e depois de 120 dias, voltou a densidade
populacional inicial, encontrada naturalmente nos substratos. Assim como Sivan et
al. (1984), que adicionando T. harzianum em diferentes substratos contendo
compostos e restos culturais de algodoeiro e trigo, observaram que a populagao de
Trichoderma spp. avaliada apdés 7 dias foi altissima quando comparada com as
avaliagdes apos 1 ano. Pode-se inferir que a natureza se recompde com o passar do
tempo, mesmo permanecendo algum residual do agente de biocontrole.

A populacdo de Trichoderma spp. uma vez estabelecida na rizosfera do
tomateiro e pepineiro pode acompanha-los durante todo o ciclo das culturas, mesmo
nas condi¢des climaticas da primavera/verao. O isolado T-41 de T. virens adicionado

em solo infestado com Phythophthora se estabeleceu e se manteve na rizosfera de
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framboesa (HARMAN, 2000). A rizosfera de plantas de milho e soja, que receberam
tratamento de sementes com T. harzianum, apresentaram aumento na densidade
populacional de Trichoderma do décimo ao vigésimo dia, de 105 x 10* para 135 x
10* e de 7 x 10* para 21 x 10* UFC, respectivamente (WINDELS et al., 1985) assim
como T. koningii que se estabeleceu e desenvolveu na rizosfera do tomateiro
realizando o biocontrole de  Sclerotium rolfsi  (TSAHOURIDOU &
THANASSOULOPOULQOS, 2002).

Os tratamentos com o isolado HTSRS (T3 e T8) que apresentou melhores
resultados como agente de biocontrole da fusariose do tomateiro e pepineiro
(Capitulo 1V) ndo apresentaram diferencas relevantes quanto ao desenvolvimento
populacional de Trichoderma spp. quando comparados aos demais, com isolados ou
mix de T. harzianum, tanto no cultivo do pepineiro quanto do tomateiro, em horta ou
estufa, e nos experimentos de outono/inverno ou primavera/verdo. Ahmad & Baker
(1988) observaram semelhante densidade populacional, em solo rizosférico do
tomateiro, de dois isolados de T. harzianum aplicados no solo, apds nove semanas
da semeadura.

O tratamento sem planta e sem a adi¢ao de isolados de T. harzianum (T10),
nos experimentos da primavera/verao, apresentou o0 mesmo comportamento citado
para o outono/inverno, pois nenhuma das equacdes se adequou aos resultados dos
experimentos com tomateiro e pepineiro, além de apresentar menor média de UFC
para Trichoderma spp. quando comparado aos demais tratamentos (Tabela 19 e 20).
O outro tratamento testemunha, apenas com planta (T5), pepineiro ou tomateiro,
apresentou a mesma tendéncia dos demais tratamentos, porém obteve menores
médias de UFC de Trichoderma em todos os experimentos, no outono/inverno e
primavera/verdo. Pode-se inferir que a adicdo dos isolados de T. harzianum
influenciou no desenvolvimento e estabilidade populacional de Trichoderma spp. no
solo, nos experimentos para o pepineiro e tomateiro, no outono/inverno e na
primavera/verdo. Segundo Lewis & Papavizas (1984), T. viride e T. harzianum
adicionados ao solo, na forma de micélio jovem e de conidio, apresentaram
acréscimo ou estabilidade populacional, respectivamente, até a terceira semana da
inoculacéo e depois ocorreu decréscimo populacional até a nona semana.

A populacdo de Trichoderma spp. (UFC) apresentou baixa variagdo, nos
experimentos para o pepineiro, de 3,5 a 4,5 Log e de 3,3 a 4,2 Log, para horta e

estufa (Figura 16), respectivamente; e para o tomateiro de 3,7 a 4,6 Log e de 3,5 a
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4,5 Log, para horta e estufa (Figura 17), respectivamente. As diferencas entre os
niveis populacionais de Trichoderma spp. em horta e estufa, para as duas culturas,
nos experimentos do outono/inverno e primavera/verdo foram minimas, mostrando
gque mesmo em baixas temperaturas esse género tem condigdes de se desenvolver
e manter estaveis o0s niveis populacionais, principalmente na rizosfera. O
desenvolvimento populacional ocorrido no outuno/inverno pode estar relacionado
aos isolados de T. harzianum introduzidos no ambiente, pois foram retirados do
mesmo local onde ocorreu o desenvolvimento dos experimentos. Esses isolados de
T. harzianum podem estar adaptados a baixas temperaturas.

A populacdo de Trichoderma também pode sofrer interferéncia quando
ocorrem tratamentos de solo ou sementes com outros agentes de biocontrole. O
tratamento de sementes de milho com Chaetomium globosum acarretou diferencas
na densidade populacional de Trichoderma em solo rizosférico de plantas tratadas e
nao tratadas, na ordem de 17.000 e 34.000, respectivamente (WINDELS et al.,
1985). Garnica et al. (2004) observaram que rizobactérias promotoras de
crescimento inoculadas em tubetes com substrato comercial reduziram em até 28%
a populacado natural de Trichoderma durante aproximadamente 25 dias e, a partir

dai, observaram tendéncia de restauragao do nivel populacional do fungo.

5.3.2.2- A adicdo de Trichoderma no solo e a interferéncia na microbiota nativa em

experimentos na primavera/verao

Com a adicdo do agente de biocontrole ndo foram observadas grandes
alteragdes na dindmica populacional de Fusarium spp., fungos totais ou bactérias.
De acordo com Siddiqui & Shaukat (2003), a adigdo de Pseudomonas aeruginosa,
em geral, ndo produziu mudangas drasticas na estrutura da comunidade fungica, na
rizosfera do tomateiro.

A introducao de isolados de T. harzianum pode ter influenciado na dindmica
populacional de Fusarium spp. Os niveis populacionais nos experimentos do
pepineiro (Figura 16— 2A e 2B) e tomateiro (Figura 17 — 2A e 2 B), em horta e estufa,
apresentaram estabilidade, ndo ocorreram mudancas na densidade populacional,
mesmo com a semeadura do pepineiro e tomateiro, pois em solo rizosférico o
in6culo do patogeno tende a aumentar. A densidade populacional de Fusarium spp.

em solo rizosférico de plantas de ervilha com 42 dias e né&o rizosférico, foi de 0.8 x
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10* e 1.5 x 10° coldnias, respectivamente (Windels & Kommedahl, 1982). O
tratamento de sementes de milho com Chaetomium globosum acarretou diferencas
na densidade populacional de Fusarium em solo rizosférico de plantas tratadas e
nao tratadas, na ordem de 9.000 e 17.000 UFC, respectivamente (WINDELS et al.,
1985).

De acordo com Sivan et al. (1987), em solo rizosférico do tomateiro, tratado
com T. harzianum, cultivado por 168 dias a céu aberto, ocorreu pequeno decréscimo
gradativo da populagdo de Fusarium spp. Porém, a populagdo de F. udum
apresentou acréscimo populacional na rizosfera de guandu, tratadas com T. viride,
de 0.30 x 10° para 2 x 10° dos 15 aos 60 dias do plantio, respectivamente
(UPADHYAY & RAI, 1985). Foi, também, encontrada variagdo na densidade
populacional de F. oxysporum em raizes de tomateiros cultivados em solos tratados
com diferentes isolados de Pseudomonas aeruginosa e Furadan (SIDDIQUI &
SHAUKAT, 2003).

A falta de grande oscilagdo na densidade populacional de Fusarium vindo a
diminuir consideravelmente o nivel da populagdo do patégeno a campo, ndo pode
ser considerada como resultado negativo, pois o controle biolégico segundo Cook &
Baker (1983) busca “a redugcao da soma de inéculo ou das atividades determinantes
da doenga” e ndo o exterminio do patdégeno. Mesmo porque, o controle biolégico
deve estar relacionado a “saude” do solo, ao “equilibrioc” da biota, pois fungos
fitopatogénicos como F. oxysporum f. sp. cucumerinum e F. oxysporum f. sp.
conglutinans foram encontrados inibindo o desenvolvimento populacional do
nematoide Filenchus misellus (OKADA & KADOTA, 2003).

Para os fungos totais, a introdugdo dos isolados de T. harzianum nao
apresentou interferéncia negativa, pois para o pepineiro, tanto em horta quanto em
estufa, ocorreu acréscimo populacional logo da introducdo dos agentes e da
semeadura e foi ocorrer decréscimo populacional apenas apdés os 90 dias da
semeadura (Figura 16 — 3A e 3B). Para o tomateiro, em horta, o comportamento foi
semelhante ao pepineiro e, em estufa, ocorreu estabilizagdo da populagédo (Figura
17 - 3A e 3B). Os resultados para fungos totais encontrados para os experimentos
do outono/inverno foram diferentes dos encontrados para primavera/verao,
evidenciando que a temperatura e umidade podem ter influenciado no
desenvolvimento dos isolados de T. harzianum e de fungos totais, principalmente

nos primeiros 45 dias. Nessa fase inicial dos experimentos, em baixas temperaturas
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(outono/inverno), ocorreu decréscimo e em altas temperaturas (primavera/verao)
acréscimo populacional de fungos totais, embora tenha ocorrido estabilizagdo ou
acréscimo populacional para Trichoderma, em todos os experimentos. De acordo
com Windels & Kommedahl (1982) o tratamento de sementes com Penicillium
oxalicum acarretou acréscimo na populagao de fungos totais, na rizosfera de ervilha,
até 0 42 ° dia ap6s a semeadura a céu aberto. Também foi encontrado acréscimo da
populagdo de fungos totais em solo de microcosmos tratados com diferentes
isolados de Trichoderma (NASEBY et al., 2000).

A densidade populacional das bactérias pode ter sido mais influenciada pelas
condi¢des climaticas do que pela adigdo de Trichoderma no solo, também, para
primavera/verdo. Para o experimento do pepineiro em estufa e do tomateiro em
horta, ocorreu tendéncia de aumento populacional constante (Figura 16 — 4B e
Figura 17 — 4A), e para o tomateiro em estufa, pequeno acréscimo com tendéncia a
estabilizagcao (Figura 17 — 4B). A tendéncia populacional bacteriana pode estar
ligada a temperatura, a qual apresentou média de 26 °C em horta (Figura 18) e 30
°C em estufa (Figura 19), tendo ocorrido 350mm de chuva durante a condugao do

experimento.

120 + - 35

Temperatura (°C)

Umidade Relativa (%)

Tempo (dias)

Figura 18 — Média da temperatura e umidade relativa referente aos experimentos da
primavera/verdo, em horta. Santa Maria — RS.
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Figura 19 — Média da temperatura e umidade relativa referente aos experimentos da
primavera/verao, em estufa. Santa Maria — RS.

De acordo com Windels & Kommedahl (1982), o tratamento de sementes com
Penicillium oxalicum nao afetou a densidade da populagdo bacteriana na rizosfera
de plantas de ervilha. Também foi encontrada pequena variacdo na densidade da
populacdo bacteriana em solo de microcosmos tratados com diferentes isolados de
Trichoderma (NASEBY et al.,, 2000). Porém, o fungo micorrizico Glomus
fasciculatum interferiu no desenvolvimento populacional bacteriano, diminuindo a
biomassa bacteriana e mudando a estrutura espacial do crescimento bacteriano na
rizosfera do pepineiro (CHRISTENSEN & JAKOBSEN, 1993).

5.4- CONCLUSOES

Concluiu-se que:
- a adicao de isolados de Trichoderma harzianum no solo de horta e estufa

contribui para o desenvolvimento e estabilidade populacional de Trichoderma spp.
em solo rizosférico, durante todo o ciclo de cultivo do tomateiro e pepineiro;
- a adicdo dos isolados de Trichoderma harzianum no solo, tanto de horta

quanto de estufa, pode interferir na populagdo de Fusarium spp., fungos totais e

bactérias.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados do presente trabalho, pode-se concluir que:

- os isolados de Trichoderma com maior habilidade em competir e se desenvolver
tanto em solo rizosférico, quanto em solo nao rizosférico, sdo aqueles retirados da
rizosfera;

- 0 método de selegcao em substrato foi eficiente para a selecdo massal de isolados
de Trichoderma a serem utilizados como agentes de biocontrole de fungos patogénicos
veiculados pelo solo;

- 0s trés isolados de Trichoderma harzianum selecionados, em substrato,
apresentaram habilidade em reduzir a populagdo de Fusarium solani e Fusarium
oxysporum e foram eficientes no controle da fusariose do tomateiro e pepineiro, além de
influenciarem no aumento e estabelecimento da densidade populacional de Trichoderma
na rizosfera, durante o ciclo do tomateiro e pepineiro;

- o tratamento de sementes pode ser considerado um método viavel de aplicacao
de Trichoderma harzianum para o controle de fungos de solo;

- no manejo integrado de doencgas, isolados de Trichoderma podem ser utilizados,
juntamente com fungicidas, para o tratamento de sementes, contra fitopatdégenos de solo;

- sementes tratadas com Trichoderma harzianum podem ser utilizadas na producao
de mudas em bandejas de isopor, pois no momento do transplante o agente de
biocontrole esta presente na rizosfera das mesmas;

- Trichoderma harzianum pode ser adicionado ao solo, sem causar impacto
ambiental sobre fungos e bactérias;

- 0 desenvolvimento e a dispersao de Trichoderma ocorrem principalmente em solo
rizosférico, sendo que ndo ha motivo de preocupacdo com um desenvolvimento

descontrolado no meio ambiente, devido a adigdo desse agente de biocontrole no solo.

Acoes de pesquisa:
- controle bioldgico da fusariose com os trés isolados de Trichoderma harzianum

em diferentes locais e com diferentes isolados de Fusarium oxysporum.
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- diferentes doses e frequéncia de aplicagao dos isolados de Trichoderma
harzianum;

- marcar isolados de Trichoderma harzianum e monitorar efeito residual;

- efeito da temperatura na sobrevivéncia dos isolados de antagonistas;

- caracterizagao molecular dos trés isolados de Trichoderma harzianum;

- verificar a acdo dos isolados de Trichoderma harzianum na absorgdo de
nutrientes pelo tomateiro e pepineiro;

- utilizar os isolados de Trichoderma harzianum no controle de outros fungos de

solo e com outras culturas.



ANEXO |

Caracteristicas quimicas dos solos de horta e estufa — Experimento outono/inverno.

Caracteristicas Horta Estufa
Textura 3 4
Argila (% m/V) 27 24
pH (agua) 5,5 6,2
Mat. Organica (% m/V) 3,4 25
P (mg/L) 37,7 49,5
K (mg/L) 152,0 138,0
Ca (cmol./L) 8,4 6,9
Mg (cmol./L) 2,6 2,9
Al (cmol./L) 0,0 0,0
CTC (cmol/L) 9.4 10,0
S (mg/L) 11,0 15,0
Cu (mg/L) 1,2 1,5
Zn (mg/L) 1,6 1,1
B (mg/L) 1,0 1,7

Caracteristicas quimicas dos solos de horta e estufa — Experimento primavera/verao.

Caracteristicas Horta Estufa
Textura 4 4
Argila (% m/V) 24 25
pH (agua) 6,3 4,2
Mat. Organica (% m/V) 3,3 3,3
P (mg/L) 33,0 27,0
K (mg/L) 200,0 144,0
Ca (cmol./L) 9,2 4,7
Mg (cmol./L) 3,9 1,8
Al (cmol./L) 0,0 2,3
CTC (cmol/L) 13,6 9,2
S (mg/L) 15,0 15,0
Cu (mg/L) 1,8 1,7
Zn (mg/L) 1,6 1,4
B (mg/L) 1,4 1,6




