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RESUMO
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Programa de Pos-Graduacdo em Agronomia
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

Trichoderma spp. ASSOCIADO A NiVEIS DE ADUBACAO NPK NO
PATOSSISTEMA Sclerotinia sclerotiorum — FEIJOEIRO

AUTOR: JOHNATHAN RODRIGUES

ORIENTADOR: ELENA BLUME
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 25 de fevereiro de 2010.

O fungo Sclerotinia sclerotiorum causa grandes perdas na producdo de graos de feijao. Por ser
um fungo de solo, é de dificil manejo sendo o controle biolégico com Trichoderma sp. uma
alternativa viavel. Existem muitos fatores que podem interferir no desempenho do antagonista no
controle bioldgico, como pH, quantidade de agua no solo, tipo de solo e nutrientes. Estes estédo
presentes em abundancia no solo pela adubacédo realizada para suprir as necessidades da
cultura, porém pouco se sabe sobre a interferéncia no desempenho do controle bioldgico de S.
sclerotiorum pelo antagonista Trichoderma sp. Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram
avaliar a influéncia de doses de NPK (nitrogénio, fosforo e potassio) no crescimento de
diferentes isolados de Trichoderma sp. e S. sclerotiorum in vitro, assim como o desempenho de
Trichoderma sp. no controle in vitro e in vivo de Sclerotinia sp. e verificar a acdo de Trichoderma
sp. na absorcdo de NPK pelo feijoeiro. O trabalho foi realizado em laboratério e casa de
vegetacdo em Santa Maria, RS, Brasil. Os parédmetros avaliados foram crescimento micelial,
esporulacdo de Trichoderma sp. e porcentagem de controle do patdégeno in vitro. In vivo foram
avaliadas a incidéncia de mofo branco, altura de planta, comprimento de raizes, niUmero de
folhas, massa fresca e seca de parte aérea e raiz e diametro de colo de plantas de feijoeiro.
Também se avaliou a populagéo de Trichoderma sp. no solo e o teor de NPK em tecido vegetal
da parte aérea do feijoeiro. O maior crescimento micelial foi obtido pelo isolado de Trichoderma
sp. UFSMT16 para todas as doses de NPK in vitro, diferindo do isolado UFSMT17 somente nas
doses de 75 a 125% de NPK. Na quantificacdo de esporos de Trichoderma sp., o isolado
UFSMTL17 apresentou a maior esporulacao na maioria das diferentes doses de NPK. O isolado
UFSMT16 obteve melhor resultado no teste de pareamento de culturas, apresentando o maior
desempenho nas doses de 50, 75 e 100% de NPK (notas de 1,00, 1,25 e 1,00, respectivamente).
Na populacéo final o isolado de Trichoderma spp. UFSMT15.1 obteve maior média de UFCs g-1
de solo (1,3 x 10%), diferindo estatisticamente do isolado UFSMT16 e da testemunha. Para a
variavel teor de fosforo na parte aérea, na interacdo entre isolados de Trichoderma sp. na
auséncia e presenca de S. sclerotiorum associados a doses de NPK, observou-se diferenca
estatistica entre os isolados de Trichoderma spp. UFSMT15.1, UFSMT16 e tratamento
testemunha nas doses de 25 e 125% de NPK, na presenca e na dose de 25% na auséncia de S.
sclerotiorum. Concluiu-se que as doses de nitrogénio, fosforo e potassio (NPK) no meio de
cultura Elad interferem no crescimento e reproducdo do género Trichoderma in vitro; os isolados
de Trichoderma sp. (UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17) tém maior crescimento de colbnias in
vitro, do que os isolados de S. sclerotiorum, independente da dose de NPK; as doses de 25, 50,
75,100 e 125% NPK da estabelecida para o meio de cultura Elad interferem na eficacia de
controle de S. sclerotiorum pelos isolados UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17 de Trichoderma
sp.; a populacdo de Trichoderma sp. ndo é afetada pela variacdo da aplicacdo de diferentes
doses de NPK em solo; a presenca de S. sclerotiorum diminuiu a altura de parte aérea do
feijoeiro, mesmo na auséncia de sintomas visiveis da doenga, enquanto que os isolados de
Trichoderma sp. UFSMT15.1 e UFSMT16 aumentaram em solo com baixa aplicacdo de NPK; os
isolados UFSMT15.1 e UFSMT16 na presenca e auséncia de S. sclerotiorum em diferentes
doses de NPK interferem na quantidade de fésforo na parte aérea do feijoeiro, porém nao
apresentam efeito significativo no teor de nitrogénio e potassio.

Palavras-chave: controle bioldgico; nutrientes; mofo branco; Phaseolus vulgaris.
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The fungus Sclerotinia sclerotiorum causes major losses in the production of beans. Because it is
a soil fungus, it is difficult to control and the biological control with Trichoderma sp. is a viable
alternative. There are many factors that can interfere with the performance of the antagonist in
biological control, such as pH, amount of water in the soil, soil type and nutrients. The latter are
present in abundance in the soil by fertilization performed to meet the needs of the crop, but little
is known about their interference in the performance of biological control of S. sclerotiorum by the
antagonist Trichoderma sp. Thus, the objectives of this study were to evaluate the influence of
NPK (nitrogen, phosphorus and potassium) on the growth of different isolates of Trichoderma sp.
and S. sclerotiorum in vitro, as well as the performance of Trichoderma sp. on the in vitro and in
vivo control of Sclerotinia sp. and to verify the effect of Trichoderma sp. in the NPK uptake by
bean plants. The study was conducted in laboratory and greenhouse in Santa Maria, RS, Brazil.
The parameters measured were mycelial growth, sporulation of Trichoderma sp. and percentage
of control of the pathogen in vitro. In vivo the incidence of white mold, plant height, root length,
leaf number, fresh and dry weight of shoot and root and stem diameter of bean plants were
evaluated. The population of Trichoderma sp. in soil and NPK content in plant tissue of the shoot
bean were also evaluated. The highest micelial growth was achieved by Trichoderma sp.
UFSMTL16 for all doses of NPK in vitro, differing from the isolate UFSMT17 only at rates of 75 to
125% of NPK. In the quantification of spores of Trichoderma sp., the isolate UFSMT17 had the
highest sporulation in the majority of the different doses of NPK. The isolate UFSMT16 obtained
better results in the test of paired cultures, with the highest performance at doses of 50, 75 and
100% NPK (notes 1.00, 1.25 and 1.00, respectively). In the final population, Trichoderma sp.
UFSMT15.1 obtained higher CFU g-1 soil (1.3 x 10%, differing significantly from the isolate
UFSMT16 and the control treatment. For the variable content of phosphorus in plant tissue of the
shoot, the interaction between Trichoderma sp. in the absence and presence of S. sclerotiorum
associated with doses of NPK, there was statistical difference between the isolates of
Trichoderma spp. UFSMT15.1, UFSMT16 and the control treatment at the doses of 25 and 125%
of NPK, in the presence and at the dose of 25% in the absence of S. sclerotiorum. It was
concluded that the levels of nitrogen, phosphorus and potassium (NPK) in the Elad medium
influence growth and reproduction of the genus Trichoderma in vitro; isolates of Trichoderma sp.
(UFSMT15.1, UFSMT16, and UFSMT17) have higher growth of colonies in vitro than isolates of
S. sclerotiorum, regardless of the dose of NPK; the levels of 25, 50, 75,100 NPK and 125% of the
growth medium Elad interfere with effective control of S. sclerotiorum by isolates UFSMT15.1,
UFSMT16, and UFSMT17 of Trichoderma sp.; the population of Trichoderma sp. is not affected
by varying the application of different doses of NPK in soil and the presence of S. sclerotiorum
reduced the height of the aerial parts of beans, even without visible symptoms of the disease,
while Trichoderma sp. UFSMT15.1 UFSMT16 and increased in soil with low application of NPK;
and UFSMT16 and UFSMT15.1 isolates in the presence and absence of S. sclerotiorum in
different levels of NPK interfere with the amount of phosphorus in the shoots of beans, but have
no significant effect on the content of nitrogen and potassium.

Keywords: biological control; nutrients; white mold; Phaseolus vulgaris.
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INTRODUCAO

O feijoeiro tem grande importancia para a sociedade brasileira, tanto alimentar
quanto social. Essa leguminosa tem carater fundamental para a nutricdo dos
brasileiros, sendo uma das principais fontes protéica e energética de todas as
classes sociais. Para as classes de baixa renda, essa € a principal fonte de proteina.
Juntamente com o arroz, compde uma refeicdo com as principais necessidades
nutricionais diarias, como vitaminas, carboidratos, proteinas e sais minerais.

A producéo brasileira de feijao tem uma estabilidade com pequena variacéo
entre as safras, mas nos ultimos cinco anos apresenta tendéncia de crescimento.
Essa estabilidade se deve a caracteristica produtiva, predominando produtores
familiares com areas de lavoura menores que 10 hectares.

Porém, na maioria dos casos dos pequenos produtores do Estado do Rio
Grande do Sul, ndo séo utilizadas tecnologias adequadas no cultivo, sendo a cultura
implantada em areas marginais com solos erodidos de baixa fertilidade e poucos
insumos (SAA/RS Rural, 1999). Outro entrave € a utilizacdo de sementes oriundas
de cultivos na propriedade sem o devido cuidado para diminuir a ocorréncia de
patdgenos associados as mesmas. Esses fatores sdo responsaveis pela baixa
produtividade e comprometem o aumento da média de producédo nacional da cultura.

O incremento na producdo nacional de feijdo € devido a inclusdo de areas
antes consideradas desfavoraveis devido ao déficit hidrico e baixa fertilidade dos
solos, pela utilizagdo de métodos de irrigacdo, como o pivd central, e o uso de
adubacado quimica. Com isso, houve o favorecimento de fatores que proporcionam
microclima favoravel para o surgimento de doencas, em especial o mofo-branco.

O mofo-branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary, é
uma doenca de solo que causa grandes perdas de producdo da cultura podendo
chegar a 100% em condi¢des favoraveis. Com a presenca da doenca no campo
ocorre a producdo de estruturas de resisténcia a partir do micélio, chamadas de
esclerodios, que permanecem viaveis no solo por longos periodos. O controle da
doenca é dificil, pois a aplicacdo de agroquimicos na floracao, periodo critico no qual
ocorre a infeccdo pelos ascosporos, é dificultado pelo porte da cultura. Ja o controle
dos esclerddios no solo é dificultado pelo pouco alcance dos produtos no alvo e pelo
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solo atuar na degradacdo do produto. A resisténcia genética de plantas tem sido
estudada, mas até o momento ndo apresentou eficiéncia adequada.

Logo, uma alternativa que se mostra promissora € o uso de controle bioldgico.
Nesse, 0 género fungico Trichoderma pode constituir um grande potencial para
controle dessa doencga, principalmente, por atuar tanto no micélio do fungo quanto
na estrutura de resisténcia. A eficacia na utilizacdo do antagonista Trichoderma spp.
(Persoon) Gray no controle biolégico de doencas fungicas de solo ja é comprovada,
a exemplo dos géneros Fusarium spp. (Link) Gray e Sclerotinia spp. que causam
doencas em diversas culturas. A eficacia de Trichoderma spp. no controle biolégico
de diversos géneros de fitopatdgenos ocorre devido aos complexos mecanismos que
estdo envolvidos no controle biologico. Além disso, ha muitas vantagens na sua
utilizacdo devido a facil obtencdo, aplicacdo, baixo risco ambiental e facil
multiplicacdo em laboratorio, potencializando o uso em escala comercial. Entretanto,
existem lacunas no conhecimento de fatores que atuam sobre o desempenho no
controle biologico, como tipo de solo, pH, disponibilidade de agua no solo,
nutrientes, etc.

Dentre os fatores potencialmente atuantes estdo o0s nutrientes, como
nitrogénio, fésforo e potassio, que séo inseridos no sistema através da adubacéo
das culturas. Esses assumem maior importancia pelo fato de ser atribuido ao
antagonista Trichoderma spp. a habilidade de promotor de crescimento de plantas
através da solubilizacdo de nutrientes do solo.

O trabalho, para melhor entendimento, foi dividido em duas partes, sendo a
primeira parte realizada em laboratorio para testar a eficacia do agente de controle e
seu comportamento frente a nutrientes em placas, e a segunda parte em casa de
vegetacao para a verificacdo do controle de mofo-branco em feijoeiro e o efeito de
Trichoderma sp. no desenvolvimento da cultura.

O entendimento dos fatores que interferem no controle biolégico auxiliara na
melhor recomendacdo de uso dos produtos formulados a base do antagonista
Trichoderma sp. no controle de doengas em plantas. Portanto, os objetivos deste
trabalho foram:

e avaliar a influéncia de doses de NPK (nitrogénio, fésforo e potassio) no
crescimento de diferentes isolados de Trichoderma sp. e S. sclerotiorum in

Vitro;
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avaliar o efeito de doses de NPK no controle in vitro de S. sclerotiorum por
isolados de Trichoderma spp.;

verificar o efeito de doses de NPK na populacdo de Trichoderma sp. no
rizoplano de feijoeiro;

avaliar o efeito de doses de NPK no biocontrole de S. sclerotiorum por
Trichoderma spp. em feijoeiro; e

avaliar a interferéncia de Trichoderma sp. na absorcédo de NPK pelo feijoeiro.



CRESCIMENTO E CONFRONTO DE COLONIAS DE S.
sclerotiorum E Trichoderma sp. EM DIFERENTES DOSES
DE NITROGENIO, FOSFORO E POTASSIO IN VITRO

1 INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) tem grande importancia econdémica e social
no Brasil, provendo proteinas a alimentacdo. A producdo brasileira de feijao, de
acordo com dados da CONAB (2007), passou a ser a maior do mundo nos ultimos
quatro anos, atingindo a marca de 3,1 milhGes de toneladas anuais e uma area
cultivada com 4,2 milhdes de hectares.

A cadeia produtiva do feijoeiro € composta por lavouras com area inferior a 10
ha, que compdem 74% das areas cultivadas com feijoeiro no pais e corresponde,
aproximadamente, a 64% da producdo nacional, enquanto lavouras entre 10 a 100
ha representam 19% da producdo e maiores que 100 ha somam apenas 7% da
producdo. Para atender as necessidades nutricionais da cultura, sdo recomendadas
grandes quantidades de adubo buscando-se um adequado crescimento e
desenvolvimento do dossel, fatores esses que proporcionam maior produtividade ao
feijoeiro (ROLAS, 2004).

Por ser cultivado essencialmente por pequenos produtores, as sementes de
feijdo utilizadas sdo produzidas na propriedade rural, sem o devido cuidado
fitossanitario. No Rio Grande do Sul, em somente 3% das lavouras sdo utilizadas
sementes fiscalizadas, o que repercute diretamente na baixa produtividade da
cultura (ABRASEM, 2006). Além disso, essas sementes podem atuar como
disseminadores de doencas, tais como as provocadas por Colletotrichum
lindemuthianum (Penz.) Sacc, Fusarium spp., Rhizoctonia solani Kuhn e Sclerotinia
sclerotiorum.

Com o advento da irrigacdo, houve uma expanséo nas areas cultivadas com
feijoeiro. A utilizagdo de irrigacdo e a alta populacdo de plantas por hectare formam

um microclima altamente favoravel a ocorréncia de mofo branco, doenca provocada
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por S. sclerotiorum. Além disso, a nutricdo mineral empregada na cultura do feijoeiro
pode afetar o patdgeno e/ou a doenga. Lumsden (1979) relata que para os fungos
do género Sclerotinia spp. a disponibilidade de nutrientes minerais no solo durante
0s estagios iniciais do desenvolvimento da doenca é o principal fator que determina
0 sucesso ou falha do estabelecimento da doenca no hospedeiro. Barbosa et al.
(2002) testaram diferentes fontes de nitrogénio organico e inorganico no crescimento
e esporulagdo dos isolados JAB 02 e JAB 45 de Verticillium lecanii (Zimm.) Viégas e
observaram que as fontes inorganicas de N ((NH4):HPO, e NaNO3) favorecerem o
crescimento dos fungos, porém o isolado JAB 02 teve baixa esporulacao.

Atualmente, essa doenca € um dos maiores problemas nas lavouras de soja,
feijdo e algodao e de maior severidade em areas irrigadas. Grande importancia tem
sido dada a essa doenca em funcdo da escassez de métodos eficientes para seu
controle (POMELLA; RIBEIRO, 2009) e a utilizagdo de Trichoderma spp. como
agente de controle biolégico pode constituir uma medida eficaz para seu controle.

O género fungico Trichoderma apresenta espécies que exercem antagonismo
a varios fitopatdégenos através do parasitismo e/ou antibiose e tem sido utilizado com
sucesso como agente de biocontrole, promotor de crescimento e na melhoria da
germinacao e sanidade de sementes (ETHUR et al., 2006). Isolados de Trichoderma
spp. sdo conhecidos pela habilidade em produzir enzimas e metabdlitos
extracelulares volateis e ndo volateis responsaveis pela degradacao e lise da parede
celular de fungos e oomicetos fitopatogénicos, como exoglucanases,
endoglucanases, celobiase, quitinase (RIDOUT et al., 1988; PAPAVIZAS, 1985;
ELAD et al., 1982 apud MARTINS-CORDER, 1998) e celulase (HARMAN et al.,
2004).

Produtos a base de Trichoderma podem ser eficientes no controle de doencas
ocasionadas por patdgenos de solo como Fusarium spp., Phytophthora spp.,
Pythium spp., Rhizoctonia spp., Sclerotium spp. e Sclerotinia spp. Esses produtos
podem ser utilizados para o tratamento de substratos e sementes, além de
pulverizacdo na parte aérea das plantas. De acordo com Howel (2003), espécies de
Trichoderma sdo capazes de suprimir o desenvolvimento de varios fungos
fitopatogénicos e seus mecanismos antagonistas séo influenciados pelo tipo de solo,
condi¢cOes de temperatura e umidade e também, pela microflora associada.

Varios fatores como disponibilidade de agua e tipo de solo (COLEY-SMITH,
1987 apud CLARKSON, 2004), temperatura (LEE, 2004), umidade, nutrientes,
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matéria organica e pH do solo (HOWEL, 2003) influem no crescimento de
Trichoderma spp. A resposta de Trichoderma spp. a esses fatores € pouco
conhecida, podendo ocasionar oscilacdo de desempenho no controle de doencas
em diferentes locais e épocas do ano.

Menezes et al. (2009) testaram duas fontes de N (extrato de levedura e
NH4NO3) em diferentes doses in vitro e observaram que o maior crescimento micelial
ocorreu na presenca de nitrato de amonio. Segundo Altomare et al. (1999),
Trichoderma spp. pode solubilizar minerais pouco soltveis ou insollveis envolvendo,
nesse processo, quelacao e reducdo, mostrando que T. harzianum, isolado Rifai
1295-22, solubilizou fosfato de rocha, 6xidos de manganés (MnO,) e ferro (Fe;03) e
zinco metalico. Ambos os mecanismos tém um papel importante na capacidade de
biocontrole de patdgenos de plantas e podem ser parte de uma acdo de
competéncias mudltiplas para conseguir eficdcia sob diversas circunstancias
ambientais. Nitrogénio, fésforo e potassio (NPK), adicionados ao solo através de
adubacdo quimica, entram em contato com a populacdo de Trichoderma sp.,

podendo afetar diretamente seu crescimento e desempenho.

Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram avaliar a influéncia de doses
de NPK (nitrogénio, fésforo e potassio) no crescimento de diferentes isolados de
Trichoderma spp. e de S. sclerotiorum in vitro e avaliar o efeito de doses de NPK no
controle in vitro de S. sclerotiorum. por isolados de Trichoderma sp.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia Elocy Minussi,
localizado no Departamento de Defesa Fitossanitaria (DFS) do Centro de Ciéncias
Rurais (CCR) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) — RS, no periodo de
setembro de 2008 a fevereiro de 2009.
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2.2 Delineamento experimental e tratamentos testado s

O experimento in vitro consistiu de dois ensaios, sendo que no primeiro foi
realizada a avaliagcédo do crescimento individual de coldnias de cada fungo em placas
de Petri e no segundo realizou-se o pareamento de culturas entre os isolados de S.
sclerotiorum e Trichoderma spp., ambos em meio de cultura com diferentes doses
de NPK.

Para o primeiro ensaio o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com dois fatores (fungos vs. NPK), os quais foram compostos pelos
niveis: isolados de S. sclerotiorum (SCL-AL e SCL-FE) e Trichoderma spp.
(UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17) vs. 25, 50, 75, 100 e 125 % de NPK da dose
estabelecida para o meio de cultura especifico Elad, respectivamente. Cada
tratamento teve quatro repeticdes, perfazendo um total de 100 unidades
experimentais.

No segundo ensaio, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado
com trés fatores (Trichoderma sp. x S. sclerotiorum x NPK), com niveis (3 x 2 x 5,
Tabela 1) e quatro repeticbes por tratamento, totalizando 120 unidades

experimentais conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1 — Siglas dos tratamentos no experimento de pareamento de culturas
entre S. sclerotiorum e Trichoderma sp. Santa Maria, RS, 2009.

Sigla Significado da sigla
UFSMT15.1 Isolado UFSMT15.1 de T. koningiopsis
UFSMT16 Isolado UFSMT16 de Trichoderma sp.
UFSMT17 Isolado UFSMT17 de T. aureoviride
SCL AL S. sclerotiorum de alface
SCL FE S. sclerotiorum de feijoeiro
25 25% da dose de NPK
50 50% da dose de NPK
75 75% da dose de NPK
100 100% da dose de NPK
125 125% da dose de NPK

2.3 Obtencéo de isolados de Trichoderma sp. e S. sclerotiorum
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Foram utilizados trés isolados de Trichoderma sp. (UFSMT15.1, UFSMT16 e
UFSMT17), coletados e identificados por Menezes (2007), em fung&o dos resultados
eficazes que esses antagonistas apresentaram no controle de Fusarium oxysporum
f. sp. chrysanthemi. Os isolados de Trichoderma spp. fazem parte da micoteca do
Laboratorio Elocy Minussi / Departamento de Defesa Fitossanitdria — CCR e
encontravam-se armazenados em geladeira com temperatura de 4 °C em frascos de
vidro fechados hermeticamente contendo discos de meio BDA (Anexo 1) com
estruturas dos fungos em agua esterilizada.

A identificacdo dos isolados de Trichoderma sp. foi realizada através da
caracterizagdo molecular. O isolado UFSMT17 possui 99% de similaridade
filogenética com a espécie T. aureoviride. O isolado UFSMT16 possui similaridade
de aproximadamente 93% com um grupamento constituido das espécies T.
hamatum, T. polysporum, T. koningii, T. viride e T. longipile. O isolado T15.1 possui
similaridade com T. koningiopsis.

Para S. sclerotiorum foram utilizados um isolado obtido de alface (Lactuca
sativa) e um de feijoeiro (Phaseolus vulgaris), nos anos de 2006 e 2007,
respectivamente. Foram retiradas esclerédios do fungo a partir de plantas com
sintomas de mofo branco. Essas estruturas foram colocadas em meio de cultura
BDA, repicando-as até a obtencéo de coldnias puras do fungo.

Todos os procedimentos de isolamento dos fungos utilizados nesse estudo

foram realizados no Laboratoério de Fitopatologia Elocy Minussi, na UFSM.

2.4 Crescimento micelial de  Trichoderma sp. e S. sclerotiorum em doses de

NPK e quantificacdo de esporos de  Trichoderma sp.

ApoOs os isolados fungicos terem sido multiplicados em meio BDA, foram
cortados discos com 10 mm de didmetro contendo micélio de Trichoderma sp. e S.
sclerotiorum. Esses discos foram repicados para placas de Petri contendo meio Elad
(Anexo 2), acrescido de diferentes doses de NPK. O meio de cultura Elad (ELAD et
al., 1981) foi utilizado por apresentar todos os reagentes com composi¢cédo conhecida
e, ainda, por possuir em sua formulacdo a presenca de NPK, possibilitando a sua
manipulagéo. As doses de NPK utilizadas foram 25, 50, 75, 100 e 125% da
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guantidade estabelecida para o meio Elad. A manipulagdo dos elementos NPK
sempre se deu de forma conjugada no meio de cultura. Os elementos minerais
utilizados foram sais puros, conforme indicados para esse meio de cultura, sendo
feito ajuste estequiométrico para as diferentes doses. Foram avaliados o
crescimento micelial dos isolados e a esporulacédo de Trichoderma sp. cultivados em
meio Elad sob diferentes doses de NPK.

As medi¢cdes do crescimento micelial foram realizadas ao final do quinto dia
de incubacdo em temperatura de 20 + 2°C com fotoperiodo de 12h. Foram tomadas
medidas, com o auxilio de um paquimetro digital, em dois sentidos perpendiculares
marcados no fundo de cada placa para a afericdo ser sempre no mesmo sentido
(Figura 1). Para determinar o crescimento micelial, foi calculada a média de duas
medidas perpendicularmente opostas e esta diminuida de 10 mm, tamanho do disco

inicial colocado no centro da placa de Petri.

Figura 1 — A) Medig&o do crescimento de uma colonia utilizando paquimetro
digital; B) detalhe dos dois sentidos perpendicular es. Santa Maria,
RS, 2009.

A quantificacdo da esporulacdo de Trichoderma sp. foi feita através da
lavagem do meio de cultura contendo estruturas do fungo, nas placas de Petri,
acrescentando-se 3 mL de agua destilada e esterilizada, acrescidos de 2 gotas por
100 mL de &gua do emulsificante Tween 80°. As col6nias tiveram, posteriormente, a
superficie do meio levemente raspada com o auxilio de uma alga de Drigalski, para a
liberacdo de micélio e conidios. A suspenséo foi diluida e agitada por 3 min, em

agitador do tipo Fisher — Flexa Mix" (USA). Em seguida, uma aliquota de suspens&o
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foi pipetada, com uma pipeta volumétrica, para um hemacitbmetro ou camara de
Neubauer (Figura 2), que foi levada ao microscopio 6tico e permitiu determinar, por

contagem, o niumero de conidios por mL de suspenséo.

Figura 2 — Hemacitémetro (ou Camara de Neubauer) em  microscopio Gtico para
contagem de conidios. Santa Maria, RS, 2009.

2.5 Teste de pareamento de culturas

Para o teste de pareamento de culturas, um disco de meio de cultura BDA (10
mm de diametro) contendo micélio do patégeno foi colocado a uma distancia de 0,5
cm do bordo da placa de Petri, com diametro de 9,0 cm, contendo meio Elad
acrescido de diferentes doses de NPK. As placas foram incubadas por 48 h a 20 =
2°C, com fotoperiodo de 12h. Apdés esse periodo, foi colocado um disco de meio de
cultura (10 mm de didmetro) contendo micélio de Trichoderma sp. na outra
extremidade da placa (ETHUR, 2006) (Figura 3). As placas foram incubadas em
camara de crescimento a 20+ 2 °C, com fotoperiodo de 12h, por sete dias.

Para avaliagéo dos testes de pareamento de culturas, o modelo de notas mais
adotado é a escala de Bell et al. (1982), atribuindo notas que variam de 1 a 5, sendo:

1. Antagonista cresce e ocupa toda a placa.
2. Antagonista cresce e ocupa uma parte do patdgeno (2/3 da placa).
3. Antagonista e patdégeno crescem até a metade da placa (nenhum domina o outro).
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4. Patégeno cresce e ocupa uma parte do antagonista (2/3 da placa).

5. Patdgeno cresce e ocupa toda a placa.

— -

o / Trichoderma spp.

Figura 3 — Pareamento de culturas; placas com disco

s contendo os isolados

UFSMT17 (A) e UFSMT16 (B) de Trichoderma sp. e S. sclerotiorum

em lados opostos, apos sete dias de incubacdo. Sant

2009.

a Maria, RS,

No entanto, como algumas notas nem sempre refletiam adequadamente o

comportamento do fungo antagonista, foi criada uma escala buscando aproximar, ao

maximo possivel, o padrdo de crescimento de Trichoderma sp. (Tabela 2). A

proposi¢do para aumentar a escala esta em ampliar a diferenciagdo entre isolados

de antagonistas in vitro para avaliacbes em testes de pareamento de culturas.

Tabela 2 — Comparativo entre as notas atribuidas pe
(1982) e a escala proposta para teste de pareamento

la escala de Bell et al.
de culturas.

Escala de Bell et al. (1982)

Escala proposta

1- Antagonista cresce e ocupa toda placa;

2- Antagonista cresce sobre 2/3 da placa;

3- Antagonista e patégeno crescem até a
metade da placa;
4- Patdgeno cresce sobre 2/3 da placa;

5- Patégeno cresce por toda a placa de Petri.

1- Antagonista cresce por toda a placa de Petri e
sobre o disco do patégeno;

2- Antagonista cresce por toda a placa de Petri,
porém néo sobrepde-se sobre o disco do patégeno;

3- Antagonista cresce sobre 3/4 da placa;

4- Antagonista cresce sobre 2/3 da placa;

5- Antagonista e patdgeno crescem até a
metade da placa;

6- Patégeno cresce sobre 2/3 da placa;

7- Patégeno cresce por toda a placa de Petri.
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No momento da avaliacdo, quando as notas foram atribuidas, buscando uma
melhor uniformidade nas avalia¢gbes, foi utilizado um gabarito sob o fundo das
placas, em que era possivel visualizar as notas conforme crescimento das col6nias
(Figura 4).

Figura 4 — A) Gabarito com a escala de Bell modific  ada; B) escala sob a placa
de Petri para atribuicdo da nota em teste de paream ento de culturas.
Santa Maria, RS, 2009.

2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos no experimento de crescimento de col6nias em doses de
NPK foram submetidos & analise da variancia para verificagdo da significancia e, em
caso positivo, foi realizada andlise de regressdo ou comparacdo de médias
utilizando-se o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Para essas
analises, foi utilizado o software estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).

No teste de pareamento de culturas, como os dados ndo seguiram uma
distribuicdo normal, foi aplicado o teste de Kruskal Wallis, que é um teste nédo
paramétrico, para a comparacdo de médias. Para essa analise, foi utilizado o
software estatistico ASSISTAT (SILVA, 1996).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Crescimento micelial de Trichoderma spp. e S. sclerotiorum e
quantificacdo de esporos de  Trichoderma spp. em meio de cultivo Elad

acrescido com diferentes doses de NPK

A andlise de variancia (Apéndice A) dos resultados mostrou que houve
interacao significativa entre os isolados dos fungos e as doses de NPK em meio de
cultura Elad modificado para o parametro crescimento micelial. Quando a interacéo
foi desdobrada (Apéndice A), pode-se observar que as maiores médias de
crescimento de micelial foram obtidas pelo isolado de Trichoderma sp. UFSMT16
para todas as doses de NPK em meio de cultura. Houve diferenca estatistica entre
esse isolado e 0 UFSMT17 nas doses de 75 e 125%. Ja o isolado de S. sclerotiorum
SCL-AL apresentou as menores medias de crescimento de colbnia em todas as
doses de NPK, exceto nas doses de 100 e 125% de NPK que n&o diferiu
estatisticamente do isolado SCL FE (Tabela 3).

Os isolados do antagonista tiveram maior crescimento de colbnia in vitro do
gue os do fitopatégeno. Isso pode se refletir em uma vantagem, jA que um dos
mecanismos de controle biolégico apresentados por Trichoderma sp. € a
competicdo, podendo esta ser por espaco e/ou nutrientes. Ghisalberti e
Sivasithamparam (1991) relataram que o potencial hiperparasitico de espécies de
Trichoderma sp. estd relacionado com a competicdo por espaco e atividades
metabdlicas, fatores que conferem eficiéncia a esse antagonista durante o
hiperparasitismo de estruturas de fungos patogénicos.

Foi realizada anélise de regressao para o fator doses de NPK no meio Elad
para os isolados UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17 de Trichoderma spp. e SCL-AL
e SCL-FE de S. sclerotiorum. Somente para o isolado SCL-FE de S. sclerotiorum
houve interacdo significativa (Apéndice A). O comportamento do crescimento
micelial foi representado por uma regressdo cubica (Figura 5). Maior crescimento
micelial ocorreu nas doses de 50 e 75% e menor na dose de 100% de NPK,
sugerindo a possibilidade de existirem limites de tolerancia para o crescimento do
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Tabela 3 — Crescimento de micelial (cm) de  Trichoderma spp. e S. sclerotiorum
em meio Elad modificado com diferentes doses de nit rogénio,
fésforo e potassio (NPK). Santa Maria, RS, 2009.

Doses de NPK em meio de cultura (%)

Fungos

25 50 75 100 125
UFSMT15.1** 68,08* b 64,53 b 72,80 b 73,13 a 72,03 b
UFSMT16 80,64 a 79,70 a 82,07 a 83,50 a 83,27 a
UFSMT17 78,36 a 76,16 a 71,63 b 76,56 a 69,32 b
SCL AL 2539 d 19,06 d 18,06 d 18,45 Db 18,32 ¢
SCL FE 4549 ¢ 54,65 ¢ 50,02 c 18,05 b 41,26 ¢

*Média de 5 placas. Médias seguidas com diferentes letras mindsculas na coluna diferem entre si com
nivel de significancia de 5%, pelo teste Scott-Knott.

**|solados de Trichoderma sp. (UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17) e S. sclerotiorum de alface
(SCL-AL) e feijoeiro (SCL-FE).

fitopatbgeno. Na faixa de 25 a 50% de NPK, o fitopatbgeno aumentou seu
crescimento, havendo uma posterior reducdo até a dose de 100%. No entanto, da
dose 100 a 125% de NPK o fungo readaptou-se a concentragcdo maior e retomou o
seu crescimento.

J& para os isolados do antagonista a variacdo da quantidade de nutrientes no
meio de cultura nado interferiu no crescimento micelial (Apéndice A). Tao importante
quanto a capacidade de controle de fitopatdgenos e o rapido crescimento do
antagonista no ambiente, € a sua capacidade de multiplicacdo (reproducéo). Na
analise de variancia para a variavel nimero de esporos por mL, observou-se
significancia para a interacdo doses de NPK e isolados de Trichoderma spp.
(Apéndice B). Na quantificagéo de esporos de Trichoderma sp., o isolado UFSMT17
apresentou a maior média de esporulacdo em todas as doses de NPK testadas,
porém nao diferiu estatisticamente do isolado UFSMT 15.1 nas doses de 50 e 125%
de NPK e do isolado UFSMT16 na dose de 125% de NPK (Tabela 4). Apesar do
isolado UFSMT17 ter sido classificado, segundo a classificacdo Bell et al. (1982)
modificada, como antagonista de potencial intermediario, sua capacidade de
aumentar rapidamente a quantidade de inéculo pode se refletir em um agente de

biocontrole com maior efici€ncia no solo.
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Figura 5 — Crescimento micelial (mm) do isolado SCL  -FE de S. sclerotiorum em
diferentes doses de NPK em meio de cultura Elad mod  ificado. Santa
Maria, RS, 2009.

Em ambiente natural, a proliferacdo de Trichoderma spp. pode ser
influenciada pelo grau de decomposicdo de matéria organica, uma vez que
populacdes do antagonista ndo se alteram em resposta a compostos verdes
(NELSON et al., 1988).

Tabela 4 — Esporulacéo (numero de esporos/mL) de  Trichoderma spp.
cultivado em meio de cultura Elad acrescido de dife rentes doses de
nitrogénio, fosforo e potassio (NPK). Santa Maria, RS, 2009.

Doses de NPK em meio de cultura (%)

Antagonistas

25 50 75 100 125
UFSMT15.1  2,90E+07* b 1,19E+07 a 5,15E+06 b 4,06E+06 b 5,24E+06 a
UFSMT16 2,24E+06 cC 2,39E+06 b 2,05E+06 b 5,25E+06 b 4,30E+06 a
UFSMT17 4 26E+07 a 1,60E+07 a 1,58E+07 a 2,22E+07 a 5,25E+06 a

*Média de 5 placas. Médias seguidas com diferentes letras mindsculas na coluna diferem entre si com
nivel de significancia de 5%, pelo teste Scott-Knott.

Os isolados de Trichoderma spp. UFSMT15.1 e UFSMT16 apresentaram

desempenhos semelhantes, diferindo estatisticamente somente nas menores doses
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de NPK (25 e 50%), nas quais 0 UFSMT15.1 se sobressaiu. No entanto, a nUmero
de esporos por mL foi elevado para todos os isolados, ficando entre 10° e 10’
esporos mL™. Selecionando isolados de Trichoderma spp. para o controle de
Sclerotium rolfsii Sacc. em soja, Lohmann et al. (2007) observaram que os isolados
do antagonista (I, Il e Ill), oriundos de amostras de solo coletadas em diferentes
areas, apresentaram eficiéncia no controle do patégeno, provocando menor
incidéncia de damping off em plantulas de soja. Além disso, a contagem do nimero
de esporos dos isolados de Trichoderma spp. | e Il foi maior quando comparada ao
isolado Ill, o que segundo o0s autores estaria associado ao fato desses dois isolados
terem sido mais agressivos e capazes de dominar o ambiente, controlando o
fitopatégeno.

Na analise de regressdo para a quantificacdo de esporos por mL das doses
de NPK para os isolados de Trichoderma spp., somente o isolado UFSMT16 né&o
apresentou diferenca estatistica (Apéndice B). Para o isolado UFSMT15.1, houve
resposta quadratica da quantidade de esporos por mL em relacdo aos niveis de
NPK, sendo a menor producao obtida entre as doses de 75 e 125% da dose padréao.
Para o isolado UFSMT17, pode-se observar que o comportamento da esporulagao
de Trichoderma spp. respondeu negativamente ao aumento das doses de NPK no
meio de cultura (Figura 6).

Os resultados obtidos na quantificacdo de esporos para o0s isolados
UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17 demonstram a diversidade de respostas dos
antagonistas a diferentes doses de NPK in vitro. Em experimento a campo, Kowalski
et al. (1984) observaram que, em areas onde houve aplicacdo de uréia e cloreto de
potassio (KCI), houve um aumento nas populagdes de Trichoderma spp. Em
contrapartida, Hubrard et al. (1983) verificaram que elevados teores de ferro (Fe) no

solo prejudicam o estabelecimento e a eficiéncia do antagonismo desse fungo.

3.2 Teste de pareamento de culturas

Na avaliacdo da eficacia de isolados de Trichoderma sp. usualmente utiliza-se

a escala de Bell et al. (1982). No entanto, a escala possui uma faixa muito ampla
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Figura 6 — Esporulacdo (nUmero de esporos / mL) de  Trichoderma spp.
(UFSMT15.1 e UFSMT17) cultivado em meio de cultura Elad
modificado na concentracdo de NPK. Santa Maria, RS,  2009.

entre as notas o que pode nédo discriminar antagonistas de maior potencial dos de
potencial intermediario (préximos a classe de antagonistas ndo eficientes).lsso pode
ocorrer com mais frequéncia quando se aplica algum tratamento restritivo para
selecionar antagonistas para determinada caracteristica. ISso se comprovou neste
trabalho, no qual a escala proposta propiciou uma diferenciacdo maior dos isolados
testados (Apéndice C) e foi utilizada para mostrar os resultados do teste de
pareamento de culturas.

Para a comparacdo das meédias de notas do pareamento de culturas foi
utiizado o teste Kruskal-Wallis, que compara a diferenca entre duas meédias
quaisquer. Os testes ndo paramétricos sdo empregados sempre que os dados néo
apresentarem distribuicdo normal.

Os isolados de Trichoderma spp. UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17 sob
diferentes concentra¢des de NPK, tiveram um desempenho in vitro satisfatorio frente
aos dois isolados de S. sclerotiorum (Tabelas 5 e 6). No teste de pareamento de
culturas entre os isolados de Trichoderma spp. e o isolado de S. sclerotiorum obtido
de alface, todos os antagonistas mostraram eficiéncia no controle do patégeno, ou

seja, apresentaram nota igual ou inferior a 4.
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O isolado UFSMT16 obteve melhor resultado de controle dentre os
antagonistas em todas as doses de NPK, exceto na dose 25% de NPK, na qual n&o
diferiu do isolado UFSMT15.1, o que pode ser explicado pela pouca variacdo na
escala de notas em resposta as diferentes doses de NPK testadas no meio de
cultura Elad modificado (Tabela 5). Isso sugere que o controle do patégeno pelo
antagonista UFSMT16 ocorre por outros mecanismos, sendo pouca a contribuicdo
por competicdo de nutrientes. O menor desempenho do isolado UFSMT16 foi a 25%
de NPK (média de notas = 2,50) e o maior foi observado nas doses 50, 75 e 100%

de NPK, com médias de notas de 1,00, 1,25 e 1,00, respectivamente.

Tabela 5 — Notas do teste de pareamento de culturas  obtidas por isolados de
Trichoderma sp. em confronto com o isolado de  S. sclerotiorum
SCL-AL. Santa Maria, RS, 2009.

Fungos 25% 50% 75% 100% 125%
UFSMT15.1 2,50* de 325 ¢ 2,25 d 1,50 bc 3,00 fg
UFSMT16 2,50 de 1,00 a 1,25 ab 1,00 a 175 c
UFSMT17 2,75 ef 3,75 h 2,75 ef 3,25 ¢ 4,00 h

*Média da leitura de 4 placas. Médias seguidas com diferentes letras minUsculas na tabela diferem
entre si com nivel de significancia de 5%, pelo teste Kruskal-Wallis.

Os isolados UFSMT15.1 e UFSMT17 tiveram um desempenho bastante
similar entre as doses 25 e 75% de NPK. Observou-se perda de eficiéncia no
controle de S. sclerotiorum nas doses de 25 e 50% e, em seguida, essa eficiéncia
aumentou novamente nas doses de 50 e 75% de NPK para ambos, sendo que para
o isolado UFSMT15.1 o ganho de eficiéncia persistiu até a dose de 100% de NPK,
onde obteve sua melhor eficiéncia dentre as doses de NPK apresentando média de
1,5 de nota.

Em geral, nas concentracbes de NPK de 50, 75 e 100% do padrao
favoreceram o antagonista no controle in vitro de S. sclerotiorum, 0 que pode ser
comprovado por apresentarem o melhor desempenho de notas destes isolados
dentro dessa faixa. Em contrapartida, em elevada restricdo (25%) e/ou alta
disponibilidade de NPK (125%), o antagonista mostrou-se menos eficiente. Com
isso, ha indicacdo de que um dos mecanismos que pode estar envolvido no controle

bioldgico de S. sclerotiorum é a competicdo por nutrientes, porém, nao foi o principal.
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A nutricdo de S. sclerotiorum, em todos os estagios de desenvolvimento da doenca
causada por ela, provavelmente, é o principal fator que determina o sucesso ou falha
do estabelecimento da doenca no hospedeiro (LUMSDEN, 1979).

Para o pareamento de culturas dos isolados de Trichoderma sp. e o isolado
de S. sclerotiorum obtido de feijoeiro (SCL FE), o isolado UFSMT16 obteve,
novamente, melhor desempenho dentre os demais isolados do antagonista testados,
nas doses de 50, 75, 100 e125% de NPK, néo diferindo somente na dose 25% NPK
do isolado UFSMT 17 (Tabela 6). Esse isolado teve seu menor crescimento (2,50)
na dose de 25% de NPK e o maior crescimento na dose 50% de NPK (1,25).

Tabela 6 — Notas do teste de pareamento de culturas  obtidas por isolados de
Trichoderma sp. em confronto com o isolado de  S. sclerotiorum
SCL- FE. Santa Maria, RS, 2009.

Fungos 25% 50% 75% 100% 125%
UFSMT15.1 3,25* gh 3,25 gh 3,00 efg 2,75 ef 2,00 bc
UFSMT16 2,50 de 1,25 a 2,00 bc 2,00 bc 1,75 b
UFSMT17 2,50 de 4,00 i 3,25 fg 2,25 cd 2,75 efg

* Média da leitura de 4 placas. Médias seguidas com diferentes letras minUsculas na tabela diferem
entre si com nivel de significancia de 5%, pelo teste Kruskal-Wallis.

O isolado UFSMT15.1 ndo apresentou diferenca estatistica no controle de S.
sclerotiorum nas doses de 25, 50 e 75% de NPK. Na dose de 125% esse isolado
obteve o melhor controle do fitopatdgeno (nota 2,00), diferindo das demais doses de
nutrientes.

Para o isolado de Trichoderma sp. UFSMT17 ndo houve diferenca estatistica
entre as doses de 25, 100 e 125% de NPK em meio de cultura. Nessas dosagens,
houve o melhor desempenho de controle de S. sclerotiorum (notas 2,50, 2,25 e 2,75,
respectivamente). Em contrapartida, esse isolado teve a pior eficiéncia de controle
dentre os isolados de Trichoderma sp. testados (nota 4,00), quando a dose testada
foi de 50% de NPK no meio de cultura.

Apesar da ampla variacdo das notas nesse teste, a maior média de notas
dentre todos os pareamentos foi 4,00 (isolado UFSMT17 nas doses de 50 e 125%
de NPK) o que, segundo Bell et al. (1982), classifica os trés isolados de Trichoderma

sp. utilizados, como antagonistas eficientes. Ethur (2006), selecionando isolados de
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Trichoderma spp. pelo teste de confrontacdo direta, classificou como “eficientes”
aqueles que apresentaram notas de 2,0 a 2,5 e “muito eficientes” aqueles com notas
de 1,0 a 1,5, sendo que dois isolados de Trichoderma spp. (HTSR5-1 e ETSR8-2)
foram selecionados como muito eficientes no controle de Fusarium solani.

Além disso, Menezes (2007) testou 100 isolados de Trichoderma spp. e,
dentre esses, os isolados que se destacaram no teste de confrontagéo direta foram
UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17 com potencial antagbnico a Fusarium
oxysporum f. sp. chrysanthemi. Os isolados UFSMT15.1 e UFSMT16 destacaram-
se, com meédia de notas igual a 1,25. JaA o T. aureoviride isolado UFSMT17
apresentou média de notas igual a 2,5, 0 que o classificou como um dos piores
isolados testados. O mesmo foi observado neste trabalho confrontando esses
isolados de Trichoderma spp. com os isolados de S. sclerotiorum SCL AL (alface) e
SCL FE (feijao). UFSMT16 e UFSMT15.1 obtiveram alto potencial antagonista (muito
eficiente) e UFSMT17 obteve média geral de notas superior a 3,00, sendo

classificado com potencial intermediario de antagonismo (eficiente).

4 CONCLUSOES

1. As doses de nitrogénio, fosforo e potassio (NPK) no meio de cultura Elad
interferem no crescimento e reproducdo in vitro dos fungos do género
Trichoderma .

2. Os isolados de Trichoderma sp. (UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17) tém
maior crescimento de colbnias in vitro, do que os isolados de S.
sclerotiorum, independente da dose de NPK do meio.

3. As doses de 25, 50, 75,100 e 125% de NPK da estabelecida para o meio de
cultura Elad interferem na eficacia de controle de S. sclerotiorum pelos
isolados UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17 de Trichoderma sp.
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DOSES DE NITROGENIO, FOSFORO E POTASSIO
ASSOCIADAS A S. sclerotiorum E Trichoderma spp. EM SOLO
CULTIVADO COM FEIJOEIRO, EM AMBIENTE CONTROLADO

5 INTRODUCAO

A utilizacdo de Trichoderma sp. (Persoon) Gray no controle biolégico de
doencas de solos em plantas data de 1930 (HOWELL, 2003) e esses estudos
prosseguem até os dias atuais. O uso de Trichoderma como agente de controle
biolégico tem apresentado bastante sucesso com fitopatogenos de solo como
Sclerotium rolfsii Sacc, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary, Fusarium spp. (Link)
Gray, Rhizoctonia solani Kuhn e Pythium sp. Pringsh (CORABI-ADELL, 2004).

O género Trichoderma pertence a sub-divisdo Ascomycotina e familia
Moniliaceae (AGRIOS, 1995), sendo composto por fungos necrotréficos e nao
fitopatogénicos (exceto para a planta do género Tulipa), que habitam naturalmente
os diversos tipos de solos, sendo antagonista a varios fitopatdogenos.

O sucesso no uso de Trichoderma sp. como antagonista de fitopatégenos
ocorre devido as complexas substancias que agem no controle biocontrole, sendo
gue muitas dessas ainda estdo em fase de descoberta. Alguns mecanismos de agéo
em que o Trichoderma atua sao antibiose, hiperparasitismo e competicdo (MELO,
1998; MENEZES, 2003; HARMAN, 2004; DJONOVIC, 2006).

S. sclerotiorum constitui um dos principais fungos de ocorréncia em feijoeiro,
causando a doenca mofo-branco. O género Sclerotinia é um fungo pertence a
subdivisdo Ascomycotina e familia Sclerotinaceae, apresentando micélio septado de
coloracdo branca e formando esclerédios e apotécios (AGRIOS, 1995). O esclerodio
€ uma estrutura de enovelamento de micélio adensado capaz de resistir a
intempéries por longos periodos de tempo, sendo um grande problema em lavouras.
A formacdo de apotécios, resultante da germinacdo carpogénica de esclerodios, é
principal fonte de disseminacdo do inéculo a curtas distancias. O fungo tem seu
melhor desenvolvimento em temperaturas que variam entre 18 a 25°C e umidade

relativa do ar acima de 70%. As perdas no rendimento de feijoeiro atingem em média
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50% podendo, entretanto, ser mais elevadas sob condi¢es favoraveis (EMBRAPA,
2008). Napoleéo et al. (2005), para observar o comportamento de S. sclerotiorum em
cultivo sob irrigacéo, testaram gradientes de laminas de agua em dois sistemas de
cultivo e observaram que ocorreu aumento da producdo de esclerodios com o
incremento da lamina de agua.

O mofo-branco é disseminado, principalmente, pelo uso de sementes
infectadas com micélio, proveniente da infeccdo de ascosporos nas flores, e/ou
infestacdo com esclerodios, que sao coletados na colheita. Os sintomas da doenca
sdo caracterizados por lesbes Umidas cobertas por micélio cotonoso que pode
recobrir caules e folhas até o apice da planta, podendo estas apresentar esclerédios
(AGRIOS, 1995).

Os tratamentos quimicos existentes para o controle de mofo branco, nao
controlam adequadamente esse patdgeno no solo e/ou sdo muitos dispendiosos.
Vieira et al. (2001) testaram os fungicidas benomyl (1 kg/ha), iprodione (0,75 kg/ha),
procimidone (0,5 kg/ha) e fluazinam (0,5 I/ha) em aplicagcbes com agua de irrigacao,
sendo que ndo houve diferenca significativa para a incidéncia do fungo nas
sementes. A resisténcia genética do hospedeiro esta restrita a algumas cultivares de
feijdo branco obtidas no Canada, as quais, embora com potencial de uso nos
programas de melhoramento, ndo apresentam possibilidades de utilizacdo direta
pelos produtores.

Estratégias como espacamentos maiores entre fileiras e/ou entre plantas
podem contribuir para que haja condicBes menos favoraveis a ocorréncia da doenca,
por propiciarem maior penetracdo de luz no dossel e no solo e maior ventilagcao
(VIEIRA et al., 2005).

Trichoderma spp. por atuar sobre o micélio e esclerddios, torna-se uma
alternativa ao demais métodos de controle potencialmente eficaz. Além disso, é
atribuido aos fungos do género Trichoderma a habilidade de promover o crescimento
de algumas espécies de plantas através da solubilizacdo de nutrientes na rizosfera
da planta (WINDHAM et al., 1986 apud PERES; MELO, 1995). Harman (2000)
avaliando o efeito interativo entre o isolado de Trichoderma spp. T-22 inoculado
junto as sementes e diferentes doses de nitrogénio aplicadas a cultura do milho
constatou que as plantas inoculadas foram mais eficientes no aproveitamento do N.

Segundo Chang et al. (1986), o potencial de Trichoderma sp. para

incrementar o crescimento de plantas ornamentais e hortalicas j& é comprovado.
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Harman (2000) demonstrou em raizes de milho inoculadas com esporos de
Trichoderma sp., a associacdo dos esporos que germinam e crescem em contato
com raizes em toda a sua extensdo. Lo (1996) afirma que o isolado de Trichoderma
harzianum isolado T-22 tem a mesma capacidade em colonizar raizes tanto em
solos alcalinos quanto acidos.

E possivel que enzimas que atuam no controle de patégenos e metabolicos
secundarios, como celulases, também possam solubilizar minerais do solo,
especialmente naqueles de menor fertilidade (HARMAN, 2004). Uma hipotese que
tem sido estudada € que enzimas como quitinases e/ou glucanases, produzidas pelo
agente de controle bioldgico, sdo responsaveis pela supressdo do patdégeno na
planta. Essas enzimas tém a funcdo de quebrar os polissacarideos, quitina (-
glucanas, que séo responsaveis pela rigidez da parede celular fangica, destruindo
assim a integridade da parede celular (HOWELL, 2003).

Além disso, em estudos in vitro, Altomare (1999) mostrou a capacidade que
T-22 possui em solubilizar fosfato de rocha e metais Zn**, Mn**, Fe®* e Cu®*, porém,
essas atividades ndo sdo devido a acidificacdo do meio ou a producédo de acidos
organicos. A disponibilidade de nutrientes, como 0 manganés, € essencial para
diversas funcdes fisiologicas nas plantas, incluindo o crescimento das plantas e
resisténcia a doencas (GRAHAM, 1991). Um mecanismo que se acredita estar
diretamente envolvido na solubilizacdo de nutrientes é a capacidade quelante de
metabdlitos produzidos por Trichoderma sp. Embora ainda ndo tenha sido
demonstrada, existem fortes evidéncias da atuacdo dela (HARMAN, 2000).

Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram verificar o efeito de doses de
NPK na populagéo de Trichoderma sp. no rizoplano de feijoeiro; avaliar o efeito de
doses de NPK no biocontrole de S. sclerotiorum por Trichoderma sp. no feijoeiro e

avaliar a interferéncia de Trichoderma sp. na absorcéo de NPK pelo feijoeiro.

6 MATERIAL E METODOS

6.1 Local
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O experimento com feijoeiro foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente
ao Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) — RS,

no periodo de setembro de 2009 a janeiro de 2010.

6.2 Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com trés
fatores (Trichoderma sp. x Sclerotinia sp. x NPK), com os niveis dos fatores
demonstrados na tabela 7. Foram utilizados 30 tratamentos com trés repeticdes
cada e duas plantas por vaso (foram semeadas seis sementes por vaso e apos a
emergéncia foi feito o desbaste das plantulas), totalizando 90 wunidades
experimentais.

Tabela 7 — Fatores testados no experimento conduzid 0 em casa de vegetacéao
na cultura do feijoeiro. Santa Maria, RS, 2009.

Sigla Significado da sigla
25 25% da dose de NPK*
50 50% da dose de NPK
75 75% da dose de NPK
100 100% da dose de NPK
125 125% da dose de NPK
Com Com S. sclerotiorum
Sem Sem S. sclerotiorum
UFSMT15.1 Isolado UFSMT15.1 de T.koningiopsis
UFSMT16 Isolado UFSMT16 de Trichoderma sp.
Testemunha Sem Trichoderma spp.

*Dose de NPK recomendada pela ROLAS (2004) para a cultura do feijoeiro.

Os dois isolados de Trichoderma spp. foram selecionados para o experimento
em casa de vegetacao, para inoculacdo em solo, com base no experimento in vitro,
levando-se em consideracdo o melhor controle no teste de pareamento de culturas e
menor crescimento micelial em meio de cultura, sendo selecionados,
respectivamente, os isolados UFSMT16 e UFSMT15.
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Ja para a selecado do isolado de S. sclerotiorum levou-se em consideracéo o

maior crescimento micelial em meio de cultura, sendo apresentado por SCL-FE.

6.3 Coleta e preparo do solo

O substrato dos vasos foi solo proveniente de um horizonte A (unidade de
mapeamento Sdo Pedro — Argissolo Vermelho distréfico arénico), por ter baixa
fertilidade natural, possibilitando corrigir o pH e o teor de nutrientes a valores
desejados. O solo foi peneirado em peneiras com malha de 8 mm para a retirada de
raizes e uniformizacdo, sendo ap0s seco ao ar para determinacdo da umidade do
solo. Previamente a sua utilizac&o, foi determinada a populacéo de Trichoderma spp.
existente no solo.

Uma amostra de solo foi coletada e enviada ao Laboratorio de Analise de
Solos da UFSM, para analise quimica. Também foi determinada a capacidade de
campo do solo em vaso (CCSV), uma vez que a amostra de solo foi deformada pela
tamisacéo, para a correcdo da umidade durante o experimento. O solo nos vasos foi
mantido a 80% da capacidade de campo e, para isso, 0s vasos foram pesados
diariamente para reposi¢cao da agua evapotranspirada (Figura 7).

A CCSV foi determinada no Laboratorio de Fisica dos Solos — UFSM pelo
método gravimétrico. O solo apresentou 16% de CCSV, ou seja, em 100g de solo
seco havia 16g de agua (total 116g de agua+solo). A umidade do solo em vasos foi
mantida a 80% da CCSV (12,8% de agua), para que 0 solo ndo permanecesse
saturado.

A umidade do solo foi determinada coletando 20 amostras de solo
armazenado sobre lona plastica, sendo que 10 amostras foram utilizadas para
determinar a umidade pelo método de Terra Fresca Seca ao Ar (TFSA) e as outras
10 amostras foram colocadas em latas de aluminio, contendo aproximadamente 20
+3 g de solo, e entdo levadas ao forno a 30 °C por 72 horas, obtendo a Umidade
Total (UT).
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Figura 7 — Pesagem dos vasos para afericao da capac idade de campo do solo.
Santa Maria, RS, 2009.

Chegou-se a umidade em porcentagem com o seguinte calculo: ((TFSA —
Solo Seco) + (Solo Seco — Peso lata)) x 100. A TFSA e a UT apresentaram médias
de umidade de 6,9 e 8,44%, respectivamente. Cada vaso recebeu 1,8 kg de TFSA e,
apos, teve a umidade corrigida para 12,8%. Ao final, cada vaso apresentou peso

total de 1940 g (solo+agua+vaso).

6.4 Adubacao

Os dados da analise de solo apresentaram pH em agua de 4,4, indice SMP
de 5,7, saturacdo de base de 29%, matéria organica 1,9%, potassio 120 mg/dm? e
fésforo 5,3 mg/dm® (Anexo 3). Com base nos resultados da anélise de solo foram
feitas a correcédo do pH e adubacgéo de acordo com a recomendacgao para a cultura
do feijoeiro (ROLAS, 2004).

Para a elevacédo do pH a 5,5 foi utilizado calcario calcitico (CaCO3) com PRNT
de 75%. Assim, foi necessario adequar a quantidade de calcario a ser aplicada,
devido a recomendacdao ser para calcario com PRNT de 100%. Para a aplicacéo de
calcario sobre o solo foi quantificado o volume de um recipiente (balde) e calculada a
guantidade de calcario a ser aplicada para esse dado volume, sendo ambos
misturados em misturador manual tipo tonel por 10 min, 30 dias antes da

semeadura.
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As doses de NPK nos diferentes tratamentos foram 25, 50, 75, 100 e 125% da
dose recomendada, sendo que a dose 100%, segundo ROLAS (2004), é de 50 kg/ha
de nitrogénio, 170 kg/ha de fésforo e 60 kg/ha de potassio.

Foram utilizados na adubacéo, os elementos na forma de: nitrato de amonia
(NH4NO3), pentdxido de difosforo (P,0s) e cloreto de potassio (KCI). Para ajustar a
quantidade de cada elemento mineral (NPK) na adubacéo foram realizados célculos
estequiométricos, levando-se em consideracdo a formula quimica utilizado para
adubacdo e a quantidade de cada elemento mineral recomendado pela ROLAS e,
também, o volume dos vasos, 0s quais possuiam 1,9 L. Apds a determinacdo da
guantidade de NPK a ser aplicada em cada vaso, para aumentar a homogeneidade
entre as repeticoes, foi feita uma solucdo em agua destilada de 200 mL com todos
0s elementos para cada dose e desta retirou-se uma aliquota de 10 mL para cada

vaso correspondente ao tratamento (Tabela 8).

Tabela 8 — Quantidade (g) de nitrogénio, fosforo e  potassio (NPK) aplicados em
cada dose por repeticdo. Santa Maria, RS, 2009.

Quantidade de N, P e K
Doses de NPK

- g -
-(%)--
) N P K
25 0,012 0,040 0,012
50 0,024 0,081 0,024
75 0,036 0,121 0,035
100 0,048 0,162 0,047
125 0,059 0,202 0,059

6.5 Teste de germinacéo de sementes de feijao

O teste de germinacdo de sementes foi realizado pelo teste do papel filtro
(Blotter test), de acordo com as Regras de Andlise de Sementes — RAS (BRASIL,
1992), para determinar sua condicao fisiologica. Foram utilizadas 200 sementes de
feijdo, cultivar Fepagro 26, divididas em duas amostras de 100 sementes cada,

sobre trés folhas de papel filtro umedecido 2,5 vezes 0 seu peso em agua.
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O teste de germinacdo no lote de sementes utilizado no experimento
conduzido em casa de vegetacdo apresentou 87% de germinagédo, sendo o lote

considerado em boas condicdes fisioldgicas para uso.

6.6 Preparo dos inéculos e inoculagdo de  Trichoderma sp. e S. sclerotiorum

Os fungos Trichoderma sp. e S. sclerotiorum foram adicionados ao solo 30
dias antes da semeadura do feijoeiro, sendo que os dois isolados de Trichoderma
spp. foram inoculados por meio de suspensdao de esporos em meio liquido e S.
sclerotiorum por segmentos de micélio crescidos sobre arroz. As suspensdes de
esporos de Trichoderma sp. foram produzidas a partir de colonias do fungo em meio
de cultura BDA. Foram retirados discos de meio de cultura contendo micélio e
esporos do antagonista que, em seguida, foram colocados em Erlenmeyers
contendo arroz (sem casca, tipo parboilizado) previamente umedecido e autoclavado
(30 min a 121 e 1 atm). Os frascos permaneceram e m camara de incubacéo a
24T com fotoperiodo de 12 h por 20 dias. ApOs esse periodo, agua esterilizada foi
acrescentada ao recipiente contendo arroz colonizado por Trichoderma sp. (1000 mL
de agua para cada 200 g de arroz). Nessa suspensao, foi acrescentado o
dispersante de particulas Tween® 80 (duas gotas para cada 100 mL de agua) e 0s
frascos foram agitados por 10 min. A suspensdo resultante foi coada, para a
separacdo dos esporos das particulas de arroz. Foi quantificado o numero de
esporos por mL, com auxilio de um hemacitdmetro, até a concentracao desejada de
10° esporos por mL. Apés o ajuste da suspensao, aplicou-se uma aliquota de 10 mL
da suspensao na superficie do solo de cada vaso, correspondente ao tratamento
desejado.

Para a produgdo de inéculo de S. sclerotiorum foram utilizadas placas de
Petri, com meio BDA como base para a multiplicacdo do fungo. Apds cinco dias de
incubacéo, a 20°C e fotoperiodo de 12h, retiraram-se discos de meio de cultura com
micélio do fungo, sendo colocados em Erlenmeyers contendo arroz (sem casca, tipo
parboilizado) previamente umedecido e autoclavado (30 min a 121 e 1 atm). Apés
dez dias de incubacdo a 20 °C e fotoperiodo de 12h, o arroz colonizado com S.

sclerotiorum foi colocado sobre uma bandeja, sendo feita a retirada dos esclerédios
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presentes. Foram pesados cinco gramas de arroz com micélio, sendo essa a
quantidade aplicada por vaso para os tratamentos com inoculacéo de S. sclerotiorum
(FALCAO et al., 2005). O arroz foi inoculado no solo dos vasos a uma profundidade

de dois a trés cm da superficie.

6.7 Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) Trichoderma spp.

A populacdo de Trichoderma spp. foi determinada antes da instalacdo do
experimento e ao final do experimento. Foram feitas suspensfes de solo
constituidas por 10 g de solo para 90 mL de agua destilada esterilizada Os frascos
foram colocados em agitador mecanico tipo Fisher — Flexa Mix" (USA) durante 5
min. A partir dessa suspensao original foi realizada uma diluicdo de 10 vezes, ou
seja, 1 mL da solucao foi acrescentado em um tubo de ensaio contendo 9 mL de
agua destilada e esterilizada. Dessa diluicdo, uma aliquota de 0,5 mL foi transferida
para quatro placas de Petri contendo meio batata-dextrose-agar (BDA) acrescido de
sulfato de estreptomicina (1 mL/100 mL de meio). A suspenséo foi espalhada nas
placas com o auxilio de uma alca de Drigalski. Posteriormente, as placas foram
incubadas em incubadora tipo BOD a 24 °C e fotoperiodo de 12 h, por cinco dias.
ApoOs o periodo de incubacéo foi realizada a contagem de Unidades Formadoras de

Colbnias (UFCs) por grama de solo.

6.8 Avaliacdo de mofo branco na planta

Os vasos foram avaliados diariamente quanto a emergéncia de plantulas e,
semanalmente quanto a incidéncia e severidade de mofo branco, em percentagem.
A incidéncia é determinada pelo numero de individuos da populacdo no qual é
diagnosticada a presenca de S. sclerotiorum, em percentagem. Ja a severidade é
determinada pela area de parte aérea atacada com sintomas da doenca, sendo

representada em percentagem.
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6.9 Par@metros avaliados no crescimento de planta

Trinta e cinco dias apdés semeadura — DAS (estadio R6) as plantas foram
retiradas da casa de vegetacdo e determinaram-se o numero de folhas, altura da
parte aérea, comprimento de raizes, massa fresca e seca de raiz e da parte aérea,
didametro de colo, populagdo de Trichoderma sp. do solo e teor de NPK em tecido da
parte aérea.

A altura da parte aérea e o comprimento de raizes foram determinados com
uma régua milimetrada, sendo a parte aérea medida do colo da planta até a ultima
folha do apice (Figura 8A) e as raizes do colo até a ponta da raiz mais desenvolvida
(Figura 8B). As raizes e parte aérea do feijoeiro foram acondicionadas em sacos de
papel, separadamente, e, em seguida, pesadas e secas em estufa com circulacao
de ar forcado com temperatura entre 45-50°C até peso constante. Para a medic&o
do diametro de colo foi usado um paquimetro digital (Figura 11). Para a analise de
tecido vegetal de parte aérea, apés determinacdo da massa seca, as amostras
foram moidas (em moinho com peneira malha 1 mm) e encaminhadas para

determinacdo dos teores de nitrogénio, fosforo e potassio (TEDESCO, 1995).

Figura 8 — Procedimento para medir a altura da part e aérea (A) e de raiz (B) de
plantas de feijoeiro. Santa Maria, RS, 2009.
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Figura 9 — Mensuracgéo do diametro do caule de plant  as de feijoeiro na altura
do colo com paquimetro digital. Santa Maria, RS, 20  09.

6.10 Andlise de tecido vegetal

O tecido vegetal de parte aérea de feijoeiro foi analisado quanto aos teores de
N, P e K. Das amostras previamente moidas foram pesados dois gramas de material
vegetal que, em seguida, foram colocados em tubos de ensaio com marcacdes para
20 e 50 mL. Apds, em capela de exaustdao de gases, foi realizada a digestdo de
tecidos, acrescentando-se dois mL de acido sulfurico concentrado, um mL de agua
oxigenada (30 vol.) e 0,7g de mistura de digestdo. Os tubos foram cobertos com
funis de vidro e levados ao bloco digestor por 100 °C/30 min., 150 °C/30 min., 200
°C/30 min., 250 °C/30 min., 300 °C/30 min. e 360 °C/1h30 min. Em seguida, as
amostras foram retiradas do bloco digestor e deixadas na capela para resfriamento
natural. Quando as amostras encontravam-se completamente resfriadas, completou-
se o0 volume dos tubos com 4gua destilada até a marca de 50 mL (TEDESCO, 1995).
A partir dessa solucao base, retirou-se uma aliquota de 10 mL para determinacdo de
nitrogénio, trés mL para fosforo e um mL para potassio.

O nitrogénio foi determinado pelo método de Kjeldahl. Acrescentou-se a
aliguota de 10 mL, trés mL de hidroxido de soédio (10M). As amostras foram
colocadas em destilador de Kjeldahl. Em copos descartaveis, acrescentaram-se
cinco mL de indicador acido bdrico e foram coletados 40 mL de destilado da

amostra. Essas amostras foram entao tituladas com acido sulfdrico 0,0025M.
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Para a determinacdo de fésforo acrescentaram-se, na aliquota de trés mL,
trés mL de 4gua destilada, uma gota de paranitrofenol (0,025%), uma gota de NaOH
(10M) e 0,5 mL de solucdo B. Apos 30 minutos foram feitas leituras em aparelho
fotocolorimetro com 882 nm de absorvancia (MURPHY; RILEY, 1962). Para o ajuste
da curva, utilizaram-se 5 mL das solugbes padrao (0,0; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 2,0; 2,5 e
4,5) com cinco mL de agua destilada. Acrescentaram-se os demais reagentes,
anteriormente citados, para a determinacdo das amostras, sendo que, na primeira
leitura, o aparelho foi zerado.

A determinacéo de potassio foi realizada acrescentando-se uma aliquota de
um mL da solugdo em dez mL de agua destilada e, em seguida, foi feita a leitura.A
leitura dos teores de potassio foi realizado em fotdmetro de chama, calibrado em

zero e 20 ppm.

6.11 Instalacdo e conducéo do experimento

O experimento foi instalado, inicialmente, sobre duas bancadas em casa de
vegetacdo, sendo distribuidos 45 vasos por bancada. A semeadura foi realizada
utilizando-se seis sementes por vaso dispostas equidistantes e a 2 cm de distancia
do bordo do vaso. Apds a emergéncia fez-se raleio das mudas, permanecendo
somente 2 plantulas por vaso. A inoculagcdo dos antagonistas e do fitopatégeno (item
6.6) e a adubacéo (item 6.4) foram feitas 30 dias antes da semeadura, possibilitando
0 estabelecimento de ambos os fungos no solo com os devidos tratamentos com
adubacao de NPK.

O controle de umidade do solo nas duas primeiras semanas foi diario,
pesando-se individualmente todos os vasos e repondo a quantidade de &agua
evapotranspirada. Apés a segunda semana, foram feitas duas pesagens por
semana, porque o volume de agua a ser acrescentado variou muito pouco entre 0s
dias, embora a irrigacdo permanecesse diaria.

A partir da segunda semana de emergéncia das plantulas, os vasos foram
redistribuidos igualmente sobre trés bancas (30 vasos/bancada), os quais eram
mudados de bancada uma vez a cada sete dias. As disposi¢cdes dos vasos sobre as

bancadas equivaleram a uma populagcdo de 350 mil plantas por hectare com
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espacamento de 12 cm entre fileiras e plantas. O experimento foi conduzido até os
35 dias apds a semeadura, periodo no qual as plantas de feijoeiro atingiram estadio

de desenvolvimento R6 (Anexo 4).

6.12 Andlise estatistica

Os dados obtidos nos diferentes parametros avaliados foram submetidos a
andlise da variancia para verificacdo da significAncia e, em caso positivo, foi
realizada analise de regressdo ou comparacdo de médias utilizando-se o teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Valores das variaveis Unidades
Formadoras de Colbnias, massa fresca de parte aérea, teores de fosforo e potéassio
foram transformados para raiz quadrada de (x + k) com k = 0,5 para aproximacéo da
curva normal. As demais variaveis ndo necessitaram e/ou nao foi eficiente a
transformacdo dos dados. Para essas analises, foi utilizado o software estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2000).

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Populacdo de Trichoderma spp. em solo cultivado com feijoeiro sob

diferentes doses de NPK e inoculado com  Trichoderma spp.

A populacéo inicial (ocorréncia natural) de Trichoderma sp. no solo utilizado
nos vasos antes da inoculacdo foi de 2,97x10% Unidades Formadoras de Col6nias
(UFCs) g™ de solo. A populacdo final de Trichoderma spp. foi estatisticamente
diferente (0=0,05) somente para o fator Trichoderma spp., ndo sendo significativa
para os fatores doses de NPK e S. sclerotiorum (Apéndice D).
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O isolado de Trichoderma spp. UFSMT15.1 obteve maior densidade de UFCs
g’ de solo (1,3 x 10%, do que os isolados UFSMT16 (7,3 x 10° UFCs g* de solo) e
do tratamento testemunha (5,9 x 10° UFCs g™ de solo (Tabela 9).

Tabela 9 — Unidades formadoras de colénias (UFC g-1  de solo) na presenca e
auséncia de isolados de Trichoderma spp. em solo cultivado com
feijoeiro até estadio R6. Santa Maria, RS, 2009.

Tratamento UFCs g de solo
UFSMT15.1 1,32 x10** a
UFSMT16 7,31x10° b

Testemunha 5,93 x10% b

* Média de 120 placas. Médias seguidas com diferentes letras mindsculas na coluna, diferem entre si
com nivel de significancia de 5%, pelo teste Scott-Knott.

A maior capacidade do isolado UFSMT15.1 de se estabelecer no solo, sugere
uma grande vantagem competitiva contra os demais microrganismos de solo,
aumentando as chances do antagonista entrar em contato com fungos
fitopatogénicos, obtendo sucesso no controle biolégico (Figura 10).

o

M S. sclerotiorum

2k
- )

Figura 10 — Antagonismo de Trichoderma spp. (isolado UFSMT15.1) a S.
sclerotiorum (SCL-FE) em solo cultivado com feijoeiro. Santa

Maria, RS, 2009. A) coloracéo verde clara em concentrado em um Gnico ponto
indicando processo inicial de antagonismo; B) coloragéo verde oliva presente em todo
o micélio de S. sclerotiorum indicando processo avangado de antagonismo.
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Possivelmente, a presenca de exudatos radiculares de feijoeiro no solo
tiveram um efeito favoravel no ambiente de desenvolvimento de Trichoderma sp.,
visto que, a populacdo inicial em solo naturalmente infestado passou de 2,9 x 10°
UFCs g* de solo para 5,9 x 10° UFCs g* de solo, ou seja, dobrou em 35 dias.
Yedidia (2000) e Metcalf e Wilson (2001) relataram que € possivel ocorrer

interferéncia dos exsudatos radiculares da planta no desenvolvimento do fungo.

7.2 — Parametros de crescimento do feijoeiro

7.2.1 — Altura de parte aérea e comprimento total de raiz de feijoeiro

A altura de parte aérea respondeu a interacdo entre doses de NPK e
Trichoderma spp. e para o fator S. sclerotiorum (Apéndice E). Na andlise de
regressdo das diferentes doses de nitrogénio, fosforo e potassio (NPK) com
Trichoderma spp. para a variavel a altura da parte aérea de feijoeiro, somente o
isolado UFSMT15.1 diferiu estatisticamente (Apéndice E) e seu comportamento foi
descrito por uma funcao quadratica (Figura 11).

A média de altura de plantas na dose de 25% de NPK foi maior do que nas
demais doses de NPK, corroborando com a hip6tese de que o antagonista tem maior
efeito no crescimento de plantas em locais com maiores restrigbes nutricionais.
Harman (2000) demonstrou que o tratamento de sementes de milho com T.
harzianum (T-22), cultivadas em solo com baixa quantidade de nitrogénio, resultou
em plantas mais vigorosas nos primeiros estadios fenoldgicos da cultura. Chang et al
(1986) também observaram incremento no tamanho das plantas de crisantemo,
quando T. harzianum foi inoculado no solo, porém, quando foram encontradas
populacdes de T. harzianum maiores que 10° UFCs por grama de solo.

Quando analisado a altura de parte aérea com e sem a inoculacdo de S.
sclerotiorum (SCL-FE) no solo, pode-se observar uma diferenca de 1,26 cm na
meédia da altura de parte aérea, para mais, nos tratamentos sem inoculado SCL-FE,
sendo que as médias diferiram estatisticamente (a=0,05) (Tabela 10). Apesar de a

doenca ndo manifestar sintomas visiveis, a menor altura de parte aérea na presenca
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Figura 11 — Altura da parte aérea de feijoeiro cult ivado em diferentes doses de
nitrogénio, fésforo e potassio (NPK) na presenca do isolado de
Trichoderma sp. UFSMT15.1. Santa Maria, RS, 20009.

de S. sclerotiorum, provavelmente, ocorreu por reflexo da liberagdo de micotoxinas
nas raizes e/ou competicdo por nutrientes no solo. Segundo Lumsden (1979), a
patogenicidade de S. sclerotiorum estad relacionada com a producdo de acido
oxalacético pelo patégeno, pois esse composto baixa o pH dos tecidos do
hospedeiro, inibindo enzimas envolvidas no mecanismo de defesa da planta e
aumentando a atividade das enzimas do patdgeno, responsaveis pela degradacéo

da parede celular da planta.

Tabela 10 — Altura de parte aérea de feijoeiro nap resenca e ausénciade S.
sclerotiorum (SCL-FE), no solo. Santa Maria, RS, 2009.

SCL-FE Altura da parte aérea (cm)
Com 15,84* b
Sem 17,10 a

* Média de 45 plantas. Médias seguidas com diferentes letras mindsculas na coluna diferem entre si
com nivel de significancia de 5%, pelo teste Scott-Knott.
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O comprimento de raizes respondeu a interacdo entre doses de NPK e S.
sclerotiorum (Apéndice F). A analise de regressdo das doses com S. sclerotiorum
para a variavel comprimento total de raizes em solo cultivado com feijoeiro,
apresentou diferenca significativa somente para solo sem inéculo de SCL-FE
(Apéndice F), sendo este representado por regressao linear (Figura 12). Sem a
presenca de SCL-FE no solo, é possivel visualizar que o comprimento de raizes teve
uma diminuicdo acentuada da dose 25 a 50% de NPK, sendo que nas demais doses
de NPK a diminuicdo do tamanho das raizes continuou, porém, em menor
intensidade. O maior comprimento de raiz na menor dose de NPK, possivelmente, se
deve ao fato da baixa disponibilidade de macro nutrientes no solo, levando a planta

a explorar uma maior quantidade de solo.

50,00 q

Sem-SCL Y=39,807222 - 0,062644x
R%=0,5213

40,00 -

30,00 +

20,00 A

Comprimento total de raiz (cm)

10,00 -+

0,00 T T T T T
25 50 75 100 125

Doses de NPK (%)
Figura 12 — Comprimento total do sistema radicular (cm) de feijoeiro na

auséncia de S. sclerotiorum (SCL-FE) em fungao de doses de NPK.
Santa Maria, RS, 2009.

7.2.2 — NUumero de folhas e diametro de colo
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O numero de folhas néo foi afetado por nenhum fator testado (Apéndice G).
Ja para o diametro de colo constatou-se significAncia para o fator doses de NPK
(Apéndice H). O diametro de colo das plantas de feijoeiro, apresentou resposta
quadratica em relacéo as doses de NPK (Figura 13).

O comportamento da variavel diametro de colo em diferentes doses de NPK
foi similar ao comportamento da varidvel altura da parte aérea (Figura 11),
apresentando maior diametro de colo e altura da parte aérea na dose de 25% de
NPK e na presenca de 50, 75 e 100% da dose recomendada ocorreu a diminui¢ao
para ambos os parametros. A partir da dose de 75% até a dose de 125% de NPK,
houve a retomada do aumento na altura da parte aérea e do o diametro de colo,

possivelmente, pelo aumento da disponibilidade de nutrientes na solu¢ao do solo.

3,05 +
Y=3,345889 - 0,016696x+0,000104x”
3,00 1 R*=0,9992

2,95 4
2,90 +
2,85 4

2,80 1

Diametro de colo (mm)

2,75 A

2,70 +

2,65 T T T T T
25 50 75 100 125

Doses de NPK (%)

Figura 13 — Diametro de colo (mm) de feijoeiro em d iferentes doses de
nitrogénio, fosforo e potassio (NPK). Santa Maria, RS, 2009.

Uma possivel causa das variaveis didmetro de colo e numero de folhas néao
ter apresentado resposta ao fator Trichoderma sp. pode estar relacionada a
densidade de esporos de 10° esporos mL™ utilizada nos tratamentos. Phuwiwat e
Kaewkong (2001) testaram as doses de 2,5, 5,0 e 10 x10° conidios/mL de T.
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harzianum e encontraram incremento no diametro de colo e nimero de folhas em

rabanete chinés na maior doses testada.

7.2.3 — Massa fresca e seca de parte aérea e raiz

A massa fresca da parte aérea e de raiz mostrou significancia somente para a
interacdo entre doses de NPK e isolados de Trichoderma spp. (Apéndices | e J,
respectivamente). O desdobramento dessa interacdo para a massa fresca da parte
aérea demonstrou que houve diferenca estatisticamente significativa somente para
os isolados UFSMT15.1 e UFSMT16. O comportamento de ambos foi representado

por uma regressao quadratica (Figura 14).

UFSMT15.1 Y=3,935902 - 0,040306x+0,000263x>
R?=0,9974

34 UFSMT16 Y=3,108745 - 0,018623x+0,000149x"
R?=0,9564

3,2

3,0

2,8 A

2,6

2,4 A

Massa fresca de parte aérea (g)

2,2 A

2,0 +— T T T T
25 50 75 100 125
Doses de NPK (%)

——————————  UFSMT15.1
—_———_———— UFSMT16

Figura 14 — Massa fresca de parte aérea (g) de feij oeiro em fungéo de isolados
de Trichoderma sp. (UFSMT15.1 e UFSMT16) em diferentes doses
de nitrogénio, fosforo e potassio (NPK). Santa Mari  a, RS, 2009.

O isolado UFSMT15.1 proporcionou maior massa fresca de parte aérea de

feijoeiro na dose 25% de NPK, no entanto da dose de 25 a 75% de NPK esta teve
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uma diminuicdo acentuada, provavelmente, porque o aumento na quantidade de
NPK no solo desfavorece o crescimento do isolado de Trichoderma sp. J& entre as
doses de 75 a 125% de NPK o ganho de massa fresca de parte aérea parece ser
independente da inoculacdo de Trichoderma spp. no solo, sendo a resposta devido
ao aumento da adubacéo.

O isolado UFSMT16 apresentou menor quantidade de massa fresca de parte
aérea nas doses de 25 a 50% de NPK do que o isolado UFSMT15.1, pois esse
isolado € mais sensivel a alta disponibilidade de NPK no solo. Porém, o resultado &
muito similar na presenca de alta disponibilidade de NPK, ou seja, a nutricdo da
planta depende consideravelmente do fornecimento de NPK pela adubacdo. Além
disso, nessa condicdo o efeito benéfico do Trichoderma sp., observado na menor
dose de NPK, mostra-se ausente.

Na interacao entre as diferentes doses de NPK com isolados de Trichoderma
spp. para massa fresca de raizes, constatou-se diferenca estatisticamente
significativa somente para o isolado UFSMT15.1. O comportamento foi representado
por uma regressao quadratica (Figura 15), similar aquela da massa fresca de parte

aérea (Figura 14).

11 q

Y= 13,440667- 0,196474x+0,001229x 2
R?=0,6174
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Figura 15 — Massa fresca de raiz (g) de feijoeiro e m funcgéo de isolado de
Trichoderma sp. UFSMT15.1 em diferentes doses de nitrogénio,
fésforo e potassio (NPK). Santa Maria, RS, 2009.
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Yedidia et al. (2001) mostraram que em plantas de pepino cultivadas em solo
inoculado com T. harzianum (T-203) houve aumento na area de raizes, bem como
no comprimento das mesmas, e também houve aumento significativo no peso seco,
comprimento de parte aérea e area foliar quando essas plantas foram comparadas
ao tratamento controle.

Quando analisada a correlacdo entre as varidveis massas fresca de parte
aérea e raiz de feijoeiro, constatou-se correlagdo positiva de 0,6174 com
significancia de 1% de probabilidade, ou seja, tanto o0 aumento da massa fresca das
raizes quanto da parte aérea da planta desenvolveram de forma conjunta, mantendo
uma proporcao entre as partes.

Distintamente do observado para a massa fresca da parte aérea e de raiz, a
massa seca de parte aérea e de raiz, bem como a relacdo entre massa seca da
parte aérea e de raizes de feijoeiro, ndo respondeu para nenhum dos fatores
estudados (Apéndices K, L e M, respectivamente).

Phuwiwat e Kaewkong (2001) observaram maior relacdo de massa seca de
parte aérea e de raizes em rabanete chinés quando inoculado com T. harzianum na
concentracdo de 10 x10° conidios/mL de solucdo. O balanco entre parte aérea e
sistema radicular € dindmico e sujeito a modificagées (JESKO, 1994). Cakmak et al.
(1994) verificaram que plantas de feijdo apresentaram uma relacdo parte aérea e
raiz de 4,9 no tratamento controle e 1,8 nas plantas sem fésforo (P). Marschener
(2002) reporta que a relacao entre parte aérea e sistema radicular cai de 5,0 para

1,9 quando as plantas de feijdo sao submetidas a deficiéncia de P.

7.3 Teores de nitrogénio, fosforo e potassio na par  te aérea de feijoeiro, em solo
inoculado com Trichoderma sp. e S. sclerotiorum , sob diferentes doses de
NPK

7.3.1 Teor de nitrogénio (N) na de parte aérea de feijoeiro

O teor de nitrogénio na parte aérea de feijoeiro respondeu apenas ao fator

doses de NPK (Apéndice N), sendo que a resposta foi linear positiva (Figura 16).



58

Como nao houve efeito da adicdo de Trichoderma sp. no solo, os dados
sugerem que a nutricdo mineral da planta depende exclusivamente do que foi
adicionado ao solo. Harman (2000) avaliou o efeito da inoculacdo do isolado de
Trichoderma spp. T-22 junto as sementes e diferentes doses de nitrogénio aplicadas
a cultura do milho e constatou que as plantas oriundas de sementes inoculadas com
T-22 foram mais eficientes no aproveitamento do N. Também foi possivel reduzir em

38% a quantidade de nitrogénio aplicado sem afetar a producéo.
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Figura 16 — Nitrogénio (%) em tecido vegetal de par te aérea de feijoeiro em
funcdo de doses de nitrogénio, fésforo e potassio ( 25,50, 75, 100 e
125% de NPK) aplicados no solo. Santa Maria, RS, 20 09.

7.3.2 Teor de fosforo (P) na de parte aérea de feijoeiro

O teor de P na parte aérea do feijoeiro respondeu a interacéo entre os fatores
estudados (Apéndice O).
A presenca de S. sclerotiorum no solo associado a auséncia de Trichoderma

sp. e a aplicacado de 25 e 125% de NPK diminuiu o teor de P na parte aérea da
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planta. Esse comportamento também foi observado na presenca do isolado UFSMT
15.1 na dose de 125% de NPK. Isso sugere que o fitopatdgeno apresentou maior
atividade nas doses de 25 e 125% de NPK. No entanto, na dose de 25% de NPK os
isolados de Trichoderma sp. apresentaram atividade antagonista de forma que o
fitopatdbgeno ndo apresentasse interferéncia significativa no teor de P na parte aérea.
Porém, na dose de 125% o isolado UFSMT 15.1 ndo teve um bom desempenho

antagonista ao fitopatdégeno.



feijoeiro, na interacdo entre  S. sclerotiorum com isolados de

Tabela 11 — Teor de fésforo (P %) na parte aérea de
assio (NPK) em solo. Santa Maria, RS, 2009.

Trichoderma sp. associados a doses de nitrogénio, fosforo e pot

) 25% 50% 75% 100% 125%
S. sclerotiorum TGESMT  UFSMT UFSMT  UFSMT UFSMT  UFSMT UFSMT  UFSMT UFSMT  UFSMT
15.1 16 Testemunha 15.1 16 Testemunha 15.1 16 Testemunha 15.1 16 Testemunha 15.1 16 Testemunha
com? 0,210ra 0,150 a 0,103 b 0,116a 0,110a 0,116 a 0,160a 0,106 a 0,150 a 0,163a 0,143 a 0,140 a 0,106 b 0,186 a 0,113 b
Sem* 0,183a 0,09 a 0,173 a 0,173a 0,166 a 0,160 a 0,166a 0,136a 0,153 a 0,140a 01160 a 0,120 a 0,183a 0,166 a 0,193 a

* Média de 6 plantas. Médias seguidas com diferentes letras minlUsculas na coluna diferem entre si com nivel de significancia de 5%, pelo teste Scott-Knott.

'Com e sem a presenca de S. sclerotiorum no solo.

09
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Quando foi analisada a diferenca entre isolados de Trichoderma sp. na
auséncia e presenca de S. sclerotiorum associados a doses de NPK para a variavel
conteudo de fosforo em tecido vegetal de parte aérea (Apéndice O), observou-se
diferenca estatistica entre os isolados de Trichoderma spp. UFSMT15.1, UFSMT16 e
tratamento testemunha na doses 25% de NPK, na presenca e auséncia de S.
sclerotiorum. Ja na dose de 125% de NPK, houve diferenca entre os isolados
somente na presenca de S. sclerotiorum (Tabela 12).

Os resultados apresentados na tabela 12 vém ao encontro dos dados
encontrados na tabela 11, pois o fitopatdgeno S. sclerotiorum associado as doses de
25 e 125% de NPK, novamente apresentou maior atividade e interferiu no teor de
fosforo da parte aérea do feijoeiro. Também o desempenho dos isolados de
Trichoderma sp. diferiu com as doses, sendo que o isolado UFSMT 15.1 e o isolado
UFSMT 16 apresentaram maior teor de P na parte aérea do feijoeiro nas doses de

25 e 125% de NPK, respectivamente.

Tabela 12 — Teor de fésforo (%) na parte aérea de f eijoeiro, cultivado na
presenca e auséncia de Trichoderma sp. e S. sclerotiorum em
diferentes doses de nitrogénio, fésforo e potassio (NPK) em solo.
Santa Maria, RS, 2009.

Doses de NPK
25% 50% 75% 100% 125%

Com Sem?! Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem

Trichodema
sSpp

UFSMT151 0,210*a 0,183a 0,116a 0,173a 0,160a 0,166a 0,163a 0,140a 0,106 b 0,183 a
ursmrTie 0,150 b 0o096b 0,110a 0,166a 0,106a 0,136a 0,143a 0,160a 0,186a 0,166a
Testemunha 0,103 b 0,173a 0,116a 0,160a 0,150a 0,153a 0,140a 0,120a 0,113 b 0,193 a
* Média de 6 plantas. Médias seguidas com diferentes letras minlsculas na coluna diferem entre si
com nivel de significancia de 5%, pelo teste Scott-Knott.

'Come Sema presenca de S. sclerotiorum no solo.

O desdobramento da interacdo dos fatores doses de NPK associado aos
fatores Trichoderma sp. e S. sclerotiorum apresentou significancia somente para as
interacbes entre isolados de Trichoderma spp. (UFSMT15.1 e UFSMT16) na

presenca de S. sclerotiorum.
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Na interacdo entre o isolado UFSMT15.1 na presenca de S. sclerotiorum em
diferentes doses de NPK, o comportamento foi descrito por regresséo cubica (Figura
17). Na menor dose de NPK, observou-se o maior teor de fésforo na parte aérea,
podendo ser devido a possivel acdo antagonista do isolado UFSMT15.1 sobre o
fitopatdgeno S. sclerotiorum, liberando enzimas junto a rizosfera da raiz que

estimularam e/ou disponibilizaram fosforo.

UFSMT15.1*Com
030 - Y=1,015235-0,010271x+0,000148x-0,000001x°
R%=0,9503

UFSMT16*Com
Y=0,843891-0,001944x+0,000015x>
R%=0,9713

0,25

0,20

0,15 +

0,10 +

Conteudo de fésforo na parte aérea (%)

0,05 T T T T T
25 50 75 100 125

Doses de NPK (%)

UFSMT15.1*Com
— — —  UFSMT16*Com

Figura 17 — Teor de fésforo (%) na parte aérea de f  eijoeiro em funcéo de
isolados de Trichoderma spp. (UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17)
e doses de NPK na presenca de S. sclerotiorum . Santa Maria, RS,
2009.

Quando se analisa o isolado UFSMT15.1 de Trichoderma spp. com a
Testemunha (Tabela 12), observa-se que o teor de fosforo no tecido da parte aérea
se mostrou igual ou maior nas dose de 25, 50, 75 e 100% de NPK, tanto na
presenca quanto auséncia de S. sclerotiorum, mostrando favorecimento de
Trichoderma spp. na disponibilidade de fosforo para a planta. Krauss e Soberanis
(2002) reforcam a premissa de que os fungos do género Trichoderma sé&o habeis na
solubilizagdo de fésforo em solo, pois encontraram, em é&rea cultivada com cacau,

maior teor de fésforo quando aplicado Trichoderma spp. associado a adubacao com



63

Guano e KCI. Altomare et al. (1999) demonstrou que o isolado de Trichoderma
harzianum T22 foi capaz de solubilizar, in vitro, fosforo pouco soltuvel, na forma de

fosfato de rocha.

7.3.3 Teor de potassio (K) na parte aérea de feijoeiro

O teor de potassio na parte aérea de feijoeiro, respondeu apenas ao fator
doses de NPK (Apéndice P), com resposta linear positiva (Figura 18).

1,40 q
Y=1,205698+0,001164x
138 1 R’=0,7664

1,36
1,34 A
1,32 4
1,30 + ® °
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Figura 18 — Teor de potassio (%) na parte aérea de feijoeiro em funcéo de
diferentes doses de NPK aplicados ao solo. Santa Ma  ria, RS, 2009.

Esse resultado sugere que a nutricdo potassica do feijoeiro foi independente
dos potenciais efeitos benéficos de Trichoderma sp. Krauss e Soberanis (2002)
encontraram em area cultivada com cacau, maior quantidade de potassio quando
aplicado, frequentemente, Trichoderma spp. ao solo do comparado com a adubacgé&o

isoladamente.
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8 CONCLUSAO

. A populacado de Trichoderma sp. ndo é afetada pela variagdo da aplicagédo
de diferentes doses de NPK.

. A presenca de S. sclerotiorum diminuiu a altura de parte aérea do feijoeiro,
mesmo na auséncia de sintomas visiveis da doenca.

. Os isolados de Trichoderma sp. UFSMT15.1 e UFSMT16 aumentaram a
altura de planta e a massa fresca de parte aérea de feijoeiro, em solo com
baixa aplicacao de NPK.

. Os isolados de Trichoderma spp. na presenca e auséncia de S.
sclerotiorum na dose de 25% e na presenga na dose de 125% de NPK
interferem na quantidade de fésforo na parte aérea de feijoeiro.

. Os isolados UFSMT15.1 e UFSMT16 de Trichoderma spp. ndo apresentam
efeito significativo no teor de nitrogénio e potassio na parte aérea de

feijoeiro.
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Tabela de analise de variancia do crescimento micelial dos isolados de Trichoderma
sp. UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17 e de S. sclerotiorum SCL-FE e SCL-AL para
diferentes doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) em meio de cultura.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRICH 4 5,30E+02 1,32E+02 2,570 0,0424
DOSES 4 6,74E+04 1,69E+04 327,284 0,0000
DOSES*TRICH 16 4,33E+03 2,71E+02 5,257 0,0000
erro 100 5,15E+03 5,15E+01
Total corrigido 124 7,75E+04
CV (%)= 12,46
Média geral: 57,6252  Numero de observacdes: 125

Andlise do desdobramento de doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) para cada

nivel do fator fungos (UFSMT15.1, UFSMT16, UFSMT17, SCL-FE e SCL-AL).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES*UFSMT15.1 4 2,76E+02 6,91E+01 1,341 0,2592
DOSES*UFSMT16 4 5,42E+01 1,36E+01 0,263 0,9009
DOSES*Testemunha 4 2,85E+02 7,11E+01 1,381 0,2453
DOSES*SCL-FE 4 4,05E+03 1,01E+03 19,671 0,0000
DOSES*SCL-AL 4 1,94E+02 4,85E+01 0,941 0,4428
erro 100 5,15E+03 5,15E+01
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Tabela de analise de variancia do nimero de esporos por mL dos isolados de
Trichoderma sp. UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17 para diferentes doses de NPK
(25, 50, 75, 100 e 125%) em meio de cultura.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRICH 2 3,64E+15 1,82E+15 25,937 0,0000
DOSES 4 3,51E+15 8,77E+14 12,508 0,0000
DOSES*TRICH 8 2,61E+15 3,27E+14 4,660 0,0002
erro 60 4,21E+15 7,01E+13
Total corrigido 74 1,40E+16
CV (%) = 72.64
Média geral: 1152600 Numero de observacgoes: 75

Andlise do desdobramento de doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) para cada
nivel do fator isolados de Trichoderma sp. (UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES*UFSMT15.1 4 2.19E+15  548E+14 7,821 0,0000
DOSES*UFSMT16 4 4,16E+13  1,04E+13 0,148 0,9629
DOSES*Testemunha 4 3,89E+15  9,71E+14 13,858 0,0000
erro 60 421E+15  7,01E+13
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APENDICE C

ESCALA DE BELL

Notas (segundo escala de Bell) do teste de pareamento de culturas obtidas por
isolados de Trichoderma sp. em confronto com o isolado de S. sclerotiorum SCL-AL.
Santa Maria, RS, 2009

Fungos 25% 50% 75% 100% 125%
UFSMT15.1 1,00* d 150 b 1,00 d 1,00 d 1,50 b
UFSMT16 1,00 d 1,00 d 1,00 d 1,00 d 1,00 d
UFSMT17 1,00 d 1,75 a 1,25 ¢ 1,50 b 2,00 a

* Média da leitura de 4 placas. Médias seguidas com diferentes letras mindsculas na tabela diferem
entre si com nivel de significancia de 5%, pelo teste Kruskal-Wallis.

ESCALA PROPOSTA

Notas do teste de pareamento de culturas obtidas por isolados de Trichoderma sp.
em confronto com o isolado de S. sclerotiorum SCL-AL. Santa Maria, RS, 2009.

Fungos 25% 50% 75% 100% 125%
UFSMT15.1 2,50* de 325 b 2,25 e 1,50 fg 3,00 bc
UFSMT16 2,50 de 1,00 h 1,25 gh 1,00 h 1,75 f
UFSMT17 2,75 cd 3,75 a 2,75 cd 3,25 b 4,00 a

*Média da leitura de 4 placas. Médias seguidas com diferentes letras minUsculas na tabela diferem
entre si com nivel de significancia de 5%, pelo teste Kruskal-Wallis.

ESCALA DE BELL

Notas(segundo escala de Bell) do teste de pareamento de culturas obtidas por
isolados de Trichoderma sp. em confronto com o isolado de S. sclerotiorum SCL-
FE. Santa Maria, RS, 2009.

Fungos 25% 50% 75% 100% 125%
UFSMT15.1 1,25 ¢ 1,50 b 150 b 1,25 ¢ 1,00 d
UFSMT16 1,00 d 1,00 d 1,00 d 1,00 d 1,00 d
UFSMT17 1,00 d 2,00 a 1,75 b 1,00 d 1,00 d

* Média da leitura de 4 placas. Médias seguidas com diferentes letras minUsculas na tabela diferem
entre si com nivel de significancia de 5%, pelo teste Kruskal-Wallis.

ESCALA PROPOSTA

Notas do teste de pareamento de culturas obtidas por isolados de Trichoderma sp.
em confronto com o isolado de S. sclerotiorum SCL- FE. Santa Maria, RS, 20009.

Fungos 25% 50% 75% 100% 125%
UFSMT15.1 3,25* bc 3,25 bc 3,00 cde 2,75 de 2,00 gh
UFSMT16 2,50 ef 1,25 i 2,00 gh 2,00 gh 1,75 h
UFSMT17 2,50 ef 4,00 a 3,25 cd 2,25 fg 2,75 cde

* Média da leitura de 4 placas. Médias seguidas com diferentes letras minlsculas na tabela diferem
entre si com nivel de significancia de 5%, pelo teste Kruskal-Wallis.
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Tabela de analise de variancia para a variavel UFCs g-1 de solo apés o cultivo com
feijoeiro. Santa Maria, RS, 2009.

FV GL SQ QM Fc  Pr>Fc
DOSES 4 160270944,444  40067736,111 1,155 0,339
TRICH 2 903000166,667 451500083,333 13,014 0,000
SCL 1 256000,000 256000,000 0,007 0,931
TRICH*SCL 2 56337500,000 28168750,000 0,812 0,448
DOSES*TRICH 8 204233722,222  25529215,278 0,736 0,659
DOSES*SCL 4 111545944,444  27886486,111 0,804 0,527
DOSES*TRICH*SCL 8 485148055,556  60643506,944 1,748 0,105
Erro 60 2,081531667E+09  34692194,444
Total corrigido 89 4,002324000E+09
CV (%) = 66,78
Média geral: 8820,000 Numero de observacoes: 90

APENDICE E

Tabela de analise de variancia da altura da parte aérea de feijoeiro (cm) para os
fatores isolados de Trichoderma sp. UFSMT15.1, UFSMT16 e testemunha, isolado
de S. sclerotiorum SCL-FE e diferentes doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) em

casa de vegetacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES 4 77,168889 19,29222 2,860 0,0309
TRICH 2 28,018722 14,00936 2,077 0,1343
SCL 1 35,658028 35,65803 5,286 0,0250
TRICH*SCL 2 37,271722 18,63586 2,763 0,0712
DOSES*TRICH 8 152,665444  19,08318 2,829 0,0099
DOSES*SCL 4 15,545444 3,886361 0,576 0,6810
DOSES*TRICH*SCL 8 40,503556 5062944 0,751 0,6470
erro 60 404,756667  6,745944
Total corrigido 89 1,40E+23
CV (%) = 72.64
Média geral: 1152600 NuUmero de observacoes: 75
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Analise do desdobramento de doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) para cada
nivel do fator isolados de Trichoderma sp. (UFSMT15.1, UFSMT16 e testemunha)
para a variavel altura de parte aérea (cm).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES*UFSMT15.1 4 145,088833  36,272208 5,377 0,0009
DOSES*UFSMT16 4 52,779667  13,194917 1,956 0,1123
DOSES*Testemunha 4 31,965833 7,991458 1,185 0,3260
erro 60 404,756667  6,745944

APENDICE F

Tabela de analise de variancia do comprimento de raiz de feijoeiro (cm) para os
fatores isolados de Trichoderma sp. UFSMT15.1, UFSMT16 e testemunha, isolado
de S. sclerotiorum SCL-FE e diferentes doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) em
casa de vegetacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

DOSES 4 259,224889  64,80622 1,527 0,2059
TRICH 2 0,494056 0,247028 0,006 0,9942
SCL 1 8,587111 8,587111 0,202 0,6545
TRICH*SCL 2 136,833722  68,41686 1,612 0,2080
DOSES*TRICH 8 266,770944  33,34637 0,786 0,6170
DOSES*SCL 4 436,078444  109,0196 2,569 0,0470

8

DOSES*TRICH*SCL 169,570722  21,19634 0,499 0,8519

erro 60 2546,65167  42,44419

Total corrigido 89 3824,21156

CV (%) = 18,39

Média geral: 35,41778 Nuumero de observacgoes: 90

Andlise do desdobramento de doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) para cada
nivel do fator S. sclerotiorum SCL-FE para a variavel comprimento de raiz (cm).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES*Com SCL-FE 4 271,894111 67,973528 1,601 0,1850
DOSES*Sem SCL-FE 4 423,409222  105,85231 2,494 0,0520

erro 60 2546,65167  42,444194




APENDICE G

Tabela de analise de variancia do numero de folhas por planta de feijoeiro para 0os

fatores isolados de Trichoderma sp. UFSMT15.1, UFSMT16 e testemunha, isolado
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de S. sclerotiorum SCL-FE e diferentes doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) em

casa de vegetacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES 4 5111111 1,277778 2,000 0,1060
TRICH 2 0,505556 0,252778 0,396 0,6750
SCL 1 1,002778 1,002778 1,570 0,2151
TRICH*SCL 2 0,038889 0,019444 0,030 0,9700
DOSES*TRICH 8 4,772222 0,596528 0,934 0,4958
DOSES*SCL 4 1,733333 0,433333 0,678 0,6097
DOSES*TRICH*SCL 8 3,183333 0,397917 0,623 0,7553
erro 60 38,333333 0,638889
Total corrigido 89 54,680556
CV (%)= 15,9
Média geral: 5,027778 Numero de observacgoes: 90

APENDICE H

Tabela de analise de variancia do diametro de colo (mm) de feijoeiro para os fatores
isolados de Trichoderma sp. UFSMT15.1, UFSMT16 e testemunha, isolado de S.
sclerotiorum SCL-FE e diferentes doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) em casa

de vegetacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES 4 1,202347 0,300587 2,683 0,0399
TRICH 2 0,195529 0,097764 0,873 0,4231
SCL 1 0,000063 0,000063 0,001 0,9812
TRICH*SCL 2 0,131527 0,065763 0,587 0,5592
DOSES*TRICH 8 0,914088 0,114261 1,020 0,4312
DOSES*SCL 4 0,170575 0,042644 0,381 0,8216
DOSES*TRICH*SCL 8 0,854723 0,10684 0,954 0,4804
erro 60 6,721933 0,112032
Total corrigido 89 10,190785
CV (%)= 11,92
Média geral: 2,808056 Numero de observacoes: 90




APENDICE |
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Tabela de analise de variancia da massa fresca de parte aérea (g) de feijoeiro para
os fatores isolados de Trichoderma sp. UFSMT15.1, UFSMT16 e testemunha,
isolado de S. sclerotiorum SCL-FE e diferentes doses de NPK (25, 50, 75, 100 e
125%) em casa de vegetacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES 4 2,390951 0,597738 4,848 0,0019
TRICH 2 0,424239 0,212119 1,720 0,1877
SCL 1 0,137973 0,137973 1,119 0,2944
TRICH*SCL 2 0,122424 0,061212 0,496 0,6112
DOSES*TRICH 8 2,104565 0,263071 2,134 0,0462
DOSES*SCL 4 0,39856 0,09964 0,808 0,5249
DOSES*TRICH*SCL 8 0,336328 0,042041 0,341 0,9464
erro 60 7,398187 0,123303
Total corrigido 89 13,313225
CV (%) = 13,09
Média geral: 2,683265 Numero de observacgoes: 90

Andlise do desdobramento de doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) para cada
nivel do fator isolados de Trichoderma sp. (UFSMT15.1, UFSMT16 e testemunha)
para a variavel massa fresca de parte aérea (Q).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES*UFSMT15 4 2,306795 0,576699 4,677 0,0023
DOSES*UFSMT16 4 1,327434 0,331858 2,691 0,0391
DOSES*UFSMT17 4 0,861286 0,215322 1,746 0,1511
erro 60 7,398187 0,123303
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APENDICE J

Tabela de analise de variancia da massa fresca de raizes (g) de feijoeiro para os
fatores isolados de Trichoderma sp. UFSMT15.1, UFSMT16 e testemunha, isolado
de S. sclerotiorum SCL-FE e diferentes doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) em
casa de vegetacao.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
4 50,229443 12,55736 2,465 0,0545

TRICH 2 3,657007 1,828503 0,359 0,6999
SCL 1 2,957547 2,957547 0,581 0,4491
TRICH*SCL 2 2,375362 1,187681 0,233 0,7928

8

4

8

DOSES

DOSES*TRICH 103,866449  12,98331 2,549 0,0184
DOSES*SCL 16,047696 4,011924 0,788 0,5378
DOSES*TRICH*SCL 24,364182 3,045523 0,598 0,7759

erro 60 305,661867  5,094364

Total corrigido 89 509,159552

CV (%) = 32,39

Média geral: 6,967833 NuUmero de observacoes: 90

Andlise do desdobramento de doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) para cada
nivel do fator isolados de Trichoderma sp. (UFSMT15.1, UFSMT16 e testemunha)
para a variavel massa fresca de raizes (g).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES*UFSMT15 4 89,225405 22,306351 4,379 0,0035
DOSES*UFSMT16 4 32,907212 8,226803 1,615 0,1816
DOSES*UFSMT17 4 31,963275 7,990819 1,569 0,1936

erro 60 305,661867 5,094364
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Tabela de analise de variancia da massa seca de parte aérea (g) de feijoeiro para os

fatores isolados de Trichoderma sp. UFSMT15.1, UFSMT16 e testemunha, isolado

de S. sclerotiorum SCL-FE e diferentes doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) em

casa de vegetacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES 4 0,779841 0,19496 1,748 0,1514
TRICH 2 0,125056 0,062528 0,561 0,5739
SCL 1 0,004551 0,004551 0,041 0,8406
TRICH*SCL 2 0,160309 0,080154 0,719 0,4916
DOSES*TRICH 8 1,182803 0,14785 1,325 0,2486
DOSES*SCL 4 0,119763 0,029941 0,268 0,8972
DOSES*TRICH*SCL 8 0,671894 0,083987 0,753 0,6449
erro 60 6,693 0,11155
Total corrigido 89 9,737216
CV (%) = 30,4
Média geral: 1,098778 Numero de observacoes: 90

APENDICE L

Tabela de analise de variancia da massa seca de raizes (g) de feijoeiro para os

fatores isolados de Trichoderma sp. UFSMT15.1, UFSMT16 e testemunha, isolado

de S. sclerotiorum SCL-FE e diferentes doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) em

casa de vegetacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES 4 0,263373 0,065843 1,250 0,2997
TRICH 2 0,008247 0,004123 0,078 0,9248
SCL 1 0,00009 0,00009 0,002 0,9672
TRICH*SCL 2 0,028727 0,014363 0,273 0,7623
DOSES*TRICH 8 0,703178 0,087897 1,669 0,1249
DOSES*SCL 4 0,047216 0,011804 0,224 0,9239
DOSES*TRICH*SCL 8 0,535526 0,066941 1,271 0,2758
erro 60 3,160633 0,052677
Total corrigido 89 4,74699
CV (%) = 35,51
Média geral: 0,646333 Numero de observacoes: 90
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Tabela de andlise de variancia da relacdo entre massa seca de parte aérea e raizes
(g) de feijoeiro para os fatores isolados de Trichoderma sp. UFSMT15.1, UFSMT16 e
testemunha, isolado de S. sclerotiorum SCL-FE e diferentes doses de NPK (25, 50,

75, 100 e 125%) em casa de vegetacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES 4 1,17492 0,29373 1,001 0,4144
TRICH 2 0,170873 0,085436 0,291 0,7485
SCL 1 0,161121 0,161121 0,549 0,4617
TRICH*SCL 2 0,618763 0,309382 1,054 0,3549
DOSES*TRICH 8 4,390699 0,548837 1,870 0,0817
DOSES*SCL 4 0,381387 0,095347 0,325 0,8603
DOSES*TRICH*SCL 8 2,581104 0,322638 1,099 0,3767
erro 60 17,612553 0,293543
Total corrigido 89 27,09142
CV (%) = 30,35
Média geral: 1,7852 Numero de observacoes: 90

APENDICE N

Tabela de andlise de variancia do teor de nitrogénio (%) em tecido vegetal da parte
aérea de feijoeiro para os fatores isolados de Trichoderma sp. UFSMT15.1,

UFSMT16 e testemunha, isolado de S. sclerotiorum SCL-FE e diferentes doses de

NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) em casa de vegetacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES 4 10,693149 2,673287 8,265 0,0000
TRICH 2 0,907167 0,453583 1,402 0,2539
SCL 1 0,37636 0,37636 1,164 0,2850
TRICH*SCL 2 0,697687 0,348843 1,079 0,3466
DOSES*TRICH 8 4,594111 0,574264 1,776 0,0999
DOSES*SCL 4 1,259184 0,314796 0,973 0,4289
DOSES*TRICH*SCL 8 3,400036 0,425004 1,314 0,2541
erro 60 19,405867 0,323431
Total corrigido 89 41,33356
CV (%)= 24,33
Média geral: 2,3373333 Numero de observacoes: 90




APENDICE O

Tabela de andlise de variancia do teor de fésforo (%) em tecido vegetal da parte
aérea de feijoeiro para os fatores isolados de Trichoderma sp. UFSMT15.1,
UFSMT16 e testemunha, isolado de S. sclerotiorum SCL-FE e diferentes doses de
NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) em casa de vegetacao.

79

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES 4 0,001325 0,000331 0,704 0,5922
TRICH 2 0,002483 0,001242 2,639 0,0797
SCL 1 0,003421 0,003421 7,270 0,0091
TRICH*SCL 2 0,001262 0,000631 1,341 0,2694
DOSES*TRICH 8 0,008598 0,001075 2,284 0,0331
DOSES*SCL 4 0,005431 0,001358 2,886 0,0298
DOSES*TRICH*SCL 8 0,008336 0,001042 2,215 0,0386
erro 60 0,028231 0,000471
Total corrigido 89 0,059088
CV (%)= 2,7
Média geral: 0,80478 Numero de observacdes: 90

Andlise do desdobramento de doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) para cada
nivel do fator isolados de Trichoderma sp. (UFSMT15.1, UFSMT16 e testemunha) na

presenca e auséncia de S. sclerotiorum para a variavel teor de fésforo (%) na parte

aérea de feijoeiro.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES*UFSM15.1 Com 4 0,007752 0,001938 4,119 0,0051
DOSES*UFSM15.1 Sem 4 0,001448 0,000362 0,769 0,5489
DOSES*UFSMT16 Com 4 0,004992 0,001248 2,652 0,0414
DOSES*UFSMT16 Sem 4 0,004297 0,001074 2,283 0,0703
DOSES*Testemunha Com 4 0,001831 0,000458 0,973 0,4285
DOSES*Testemunha Sem 4 0,003372 0,000843 1,792 0,1417
erro 60 0,028231 0,000471
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Andlise do desdobramento dos niveis de Trichoderma sp. (UFSMT15.1, UFSMT16 e
testemunha) dentro de doses de NPK (25, 50, 75, 100 e 125%) em presenca ou n&ao
de S.sclerotiorum para a variavel teor de fésforo em tecido vegetal de parte aérea de

feijoeiro (%).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRICH*25 Com 2 0,006502 0,003251 6,910 0,0019
TRICH*25 Sem 2 0,005383 0,002691 5,720 0,0051
TRICH*50 Com 2 0,000035 0,000018 0,038 0,9646
TRICH*50 Sem 2 0,000097 0,000049 0,104 0,9032
TRICH*75 Com 2 0,001887 0,000943 2,005 0,1409
TRICH*75 Sem 2 0,000509 0,000254 0,541 0,5822
TRICH*100 Com 2 0,000367 0,000183 0,390 0,6770
TRICH*100 Sem 2 0,000943 0,000471 1,002 0,3693
TRICH*125 Com 2 0,004546 0,002273 4,831 0,0110
TRICH*125 Sem 2 0,00041 0,000205 0,436 0,6463
erro 60 0,028231 0,000471

Andlise do desdobramento dos niveis de S.sclerotiorum dentro de doses de NPK
(25, 50, 75, 100 e 125%) associados a Trichoderma spp. (UFSMT15.1, UFSMT16 e
testemunha) para a variavel massa fresca de raizes (g).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SCL*25 UFSMT15.1 1 0,000364  0,000364 0,773 0,3828
SCL*25 UFSMT16 1 0,001759  0,001759 3,739 0,0579
SCL*25 Testemunha 1 0,002887  0,002887 6,135 0,0161
SCL*50 UFSMT15.1 1 0,001859  0,001859 3,952 0,0514
SCL*50 UFSMT16 1 0,001878  0,001878 3,991 0,0503
SCL*50 Testemunha 1 0,001113  0,001113 2,365 0,1294
SCL*75 UFSMT15.1 1 0,000028  0,000028 0,059 0,8088
SCL*75 UFSMT16 1 0,000549  0,000549 1,167 0,2843
SCL*75 Testemunha 1 0,000004  0,000004 0,008 0,9272
SCL*100 UFSMT15.1 1 0,000312  0,000312 0,663 0,4187
SCL*100 UFSMT16 1 0,000158  0,000158 0,335 0,5648
SCL*100 Testemunha 1 0,000238  0,000238 0,506 0,4796
SCL*125 UFSMT15.1 1 0,003405  0,003405 7,237 0,0092
SCL*125 UFSMT16 1 0,000227  0,000227 0,483 0,4896
SCL*125 Testemunha 1 0,003669  0,003669 7,797 0,0070
erro 60  0,028231  0,000471




APENDICE P
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Tabela de analise de variancia do teor de potassio em tecido vegetal de parte aérea
de feijoeiro para os fatores isolados de Trichoderma sp. UFSMT15.1, UFSMT16 e
testemunha, isolado de S. sclerotiorum SCL-FE e diferentes doses de NPK (25, 50,
75, 100 e 125%) em casa de vegetacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DOSES 4 0,198834 0,049708 4,522 0,0029
TRICH 2 0,034554 0,017277 1,572 0,2161
SCL 1 0,000657 0,000657 0,060 0,8078
TRICH*SCL 2 0,011277 0,005639 0,513 0,6013
DOSES*TRICH 8 0,122938 0,015367 1,398 0,2160
DOSES*SCL 4 0,085377 0,021344 1,942 0,1151
DOSES*TRICH*SCL 8 0,172905 0,021613 1,966 0,0664
erro 60 0,659531 0,010992

Total corrigido 89 1,286073

CV (%)= 8,11

Média geral: 1,2929893 Numero de observacgoes: 90




ANEXO 1

Meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA)

- 200 g de batatas descascadas e fatiadas;

- 20 g de dextrose;

- 15 g de agar;

- 1 L de agua destilada

- 1 mL de estreptomicina / 100 mL de meio de cultura.

DHINGRA, O. D.; SINCLAIR, J. B. Basic Plant Pathology Methods . 2. ed. Boca
Raton: CRC Press, 1995. 434 p.

ANEXO 2

Meio de cultura Elad para Trichoderma sp.

- 3 g de glicose;

- 0,15 g de KCI;

- 15 g de agar;

- 0,9 g de KH2PO4;

- 0,2 g de MgS04.7H20

-1 g de NH4NO3;

- 1 L de agua destilada

- 1 mL de estreptomicina / 100 mL de meio de cultura.

ELAD, Y.; CHET, I.; HENIS, Y. A selective medium for improving quantitative
isolation of Trichoderma spp. from soil. Phytoparasitica , v. 9, p. 59-67, 1981.
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ANEXO 3

Caracteristicas quimicas do solo na camada de 0 — 10 cm de profundidade

(horizonte A) proveniente da Unidade de Mapeamento S&o Pedro.

Caracteristicas Horizonte A
Textura 4
Argila (% m/V) 16
Mat. Orgéanica (% m/V) 1,9
pH (dgua) 4,4
P (mg/L) 5,3
K (mg/L) 120
Ca (cmolc/L) 1,6
Mg (cmolc/L) 0,6
Al (cmolc/L) 4,2
CTC (cmolc/L) 8,7
S (mg/L) 9,4
Cu (mg/L) 1,0
Zn (mg/L) 1,7
B (mg/L) 0,4
Saturacédo Al (%) 63
Saturacdo Bases (%) 29

Laboratério de analise de solos- UFSM / CCR — Departamento de Solos.



ANEXO 4

Estadios de desenvolvimento da planta de feijdo comum.

Estadio* Descricao**

VO Germinacédo: absorcdo de agua pela semente; emisséo da radicula e
sua e sua transformacao em raiz.

V1 Emergéncia: os cotilédones aparecem ao nivel do solo, separam-se e
0 epicotilo comeca seu desenvolvimento.

V2 Folhas primarias: folhas primarias totalmente abertas.

V3 Primeira folha trifoliada: abertura da primeira folha trifoliada e
aparecimento da segunda folha trifoliada.

V4 Terceira folha trifoliada: abertura da terceira folha trifoliada e
formacg&o de ramos nas gemas dos nos inferiores.

R5 Pré-floracdo: aparecimento do primeiro botdo floral e do primeiro
racemo. Os botdes florais das variedades determinadas se formam no
ultimo né do talo e do ramo. Nas variedades indeterminadas os
racemos aparecem primeiro nos nés mais baixos.

R6 Floracao: abertura da primeira flor.

R7 Formacdo da vagens: aparecimento da primeira vagem até aparecer
2,5 cm de comprimento.

R8 Enchimento das vagens: inicio do enchimento da primeira vagem
(crescimento da semente). Ao final do estadio, as sementes presdem
a cor verde e comecam a mostrar as caracteristicas das variedades.
Inicio da desfolha.

R9 Maturacdo fisiolégica: as vagens perdem sua pigmentacdo e

comecam a secar. As sementes desenvolvem a cor tipica da

variedade.

* V= vegetativa; R= reprodutiva.
**Cada etapa comeca quando 50% das plantas apresentam as condic¢des relativas ao estadio.

CIAT. Etapas de desarollo de la planta de frijol comun . Eds.: F. Fernandez; P.
Gepts; M. Lépez. Cali, Colombia. CIAT. 1983. 26p.
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