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RESUMO

Diversas culturas, incluindo hortalicas como o tomateiro, estdo sujeitas a varias doengas que
podem limitar sua producdo. Em particular, os fungos habitantes de solo sdo responsaveis por
perdas importantes em todos os tipos de cultivos agricolas. Espécies do género Trichoderma
possuem propriedades antagdnicas com capacidade de controlar um grande nimero de doencas
de plantas, como o tombamento das mudas, causada pelo fitopatdgeno Rhizoctonia solani. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial dos isolados de Trichoderma spp. no controle do
tombamento de tomateiro em condicGes de casa-de-vegetacdo. Os isolados de Trichoderma
spp. foram fornecidos pela Colecdo de Microrganismos de Interesse Agrossilvicultural do
INPA. Enquanto que, R. solani foi obtido a partir do caule, necrosado, do tomateiro com
sintomas caracteristicos do tombamento, coletado no campo da Estagdo Experimental de
Hortalicas Alejo van der Pahlen municipio de Manaus, AM. Para selecdo dos antagonistas,
com potencial de controle de R. solani, foram realizados dois experimentos: o primeiro no més
de dezembro de 2010 utilizando 40 isolados de Trichoderma spp., e 0 segundo no més de
janeiro de 2011, com os cinco mais eficientes do primeiro experimento. Ambos experimentos
foram realizados em casa-de-vegetacdo. Apos a preparacdo da suspensao dos antagonistas e do
indculo do patdégeno promoveu-se a infestagdo artificial do solo. Nessa infestagdo foi
selecionada a quantidade de 24g de grdos de arroz colonizado com R. solani/100 g de solo
quantidade ajustada para causar tombamento no tomateiro. Em uma bandeja de plastico
misturou-se 24g de R. solani cultivado em arroz/100 g de solo e aplicou-se 1,0 mL da
suspensdo de 10° conidios mL™/100 g de solo. Apés o revolvimento das misturas, estas foram
transferidas para copos de plasticos de 500 mL. O material foi incubado por 15 dias, para o
estabelecimento inicial dos fungos. Posteriormente, procedeu-se o plantio do tomateiro com
sementes da cultivar Kada. Os resultados mostraram que 12 isolados tiveram efeito semelhante
a testemunha sem patdgeno, reduzindo significativamente a incidéncia de tombamento em
plantulas de tomateiros. Entre os 12 antagonistas foram selecionados cinco isolados de
Trichoderma (1.611, 2.121, 1.439-B, 2.130 e 1.599) estes mostraram que a percentagem de
plantulas sobreviventes ndo apresentou diferenca significativa entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade comparada com o tratamento controle sem o patdgeno. Ja o isolado 1.599
resultou em 100% de plantulas sobreviventes de forma similar a testemunha sem o patdgeno.
Para a avaliacdo do ensaio in vitro do mecanismo de acdo antagénico foi empregado o método
de cultivo pareado em disco de BDA com cinco isolados antagonistas 1.611, 2.121, 1.439-B,
2.130 e 1.599 contra o isolado patogénico 2.329. Os resultados mostraram que 0s cinco
isolados apresentaram excelente acdo em teste de pareamento dos fungos antagénicos em que
todos obtiveram nota 1 de acordo com a escala de Bell. Os isolados antagonistas selecionados
com potenciais antagbénicos foram identificados por meio de observacbes macroscépica e
microscopica, cultivados em meio de BDA e incubados a 25 °C. Os resultados obtidos
mostraram a identificacdo dos fungos através das chaves taxonémicas: 1.611 (T.
pseudokoningii), 2.121 (Trichoderma virens), 1.439-B (T. aureoviride), 2.130 (T. harzianum) e
1.599 (T. aureoviride). Para obter a esporulagéo do isolado 1.599 foi utilizado 3% de carbonato
de célcio, diferentes volumes de 4gua 60 mL, 100 mL e 140 mL) e 36 sacos de polipropileno,
contendo 200 g de substrato de gréos de arroz previamente umedecidos autoclavados por duas
vezes, em dias alternados, a 120 °C durante 25 minutos. Os resultados mostraram que o isolado
1.599 produziu estatisticamente mais conidios, quando cultivado em substrato de grdos de
arroz com adicao de carbonato de célcio em sacos fechados.



ABSTRACT

Several crops, including vegetables such as tomatoes, are subject to various diseases that may
limit its production. In particular, inhabiting fungi soil are responsible for important losses in
all types of agricultural crops. Species of the genus Trichoderma have antagonistic properties
capable of controlling a large number of plant diseases such as damping off of seedlings
caused by the pathogen Rhizoctonia solani. The objective of this study was to evaluate the
potential antagonist Trichoderma spp. in the control of tomato damping-off in terms of green-
house. The isolates of Trichoderma spp. were provided by the Collection of Microorganisms
of Interest agroforestry INPA. While, R. solani was obtained from the stem necrosis of tomato
plants with characteristic symptoms of damping off, collected in the field of Horticultural
Experimental Station Alejo van der Pahlen city of Manaus, AM. For selection of the
antagonists, with potential to control R. solani, two experiments were conducted: the first in
December 2010 using 40 isolates, and the second in January 2011 with the five most efficient
in the first experiment. Both experiments in green-house. After preparation of the suspension
of antagonists and pathogen inoculum promoted himself to artificial soil infestation. This
infestation was selected by 24 g the amount of R. solani/100 g soil adjusted quantity to cause
damping off in tomato. In a plastic tray mixed 24 g of mycelium of R. solani cultivated in rice
grains /100 g soil and applied 1.0 mL of the suspension of 10% conidia mL™/100 g soil. After
the revolving of mixtures, these were transferred to glasses of 500 ml plastic. The material
was incubated for 15 days, for the initial establishment of fungi. Later, proceeded to plant the
seeds of tomato cultivar Kada. The results showed that 12 isolates had a similar effect to the
control group without pathogen, significantly reducing the incidence of damping off in tomato
seedlings. Among the 12 selected antagonists were five isolates of Trichoderma (1.611,
2.121, 1.439-B, 2.130 and 1.599) and the latter showed that the percentage of surviving
seedlings showed no significant difference among themselves by Tukey test at 5% probability
compared with the control treatment without the pathogen. Have the isolate 1.599 resulted in
100% of seedlings survivors similarly the witness without the pathogen. For the evaluation of
the in vitro mechanism of action of the antagonist was used in cultivation method paired with
five disk BDA antagonistic isolates 1.611, 2.121, 1.439-B, 2.130 e 1.599 against the
pathogenic strain 2.329. The results showed that the isolates 1.611, 2.121, 1.439-B, 2.130 and
1.599 showed excellent antagonistic action to the test of direct confrontation in which all had
grade 1 according to the scale of Bell. The five selected isolates antagonist with potential
antagonist were identified by macroscopic and microscopic observation, grown on plates and
incubated at 25 °C. The results showed the identification of fungi using the taxonomic keys:
1.611 (T. pseudokoningii), 2.121 (T. virens), 1.439-B (T. aureoviride), 2.130 (T. harzianum)
and 1.599 (T. aureoviride). To obtain the sporulation of the best strain 1.599, selected as
antagonistic fungus was used 3% of calcium carbonate, different moisture contents (60 mL,
100 mL e 140 mL) and 36 polypropylene bags, containing 200 g of substrate of rice grains
previously moistened autoclaved for twice, on alternate days, to 120 °C during 25 minutes.
The results showed that the isolate 1.599 produced statistically more conidia, when grown in
substrate of rice grains in closed bags, include 100 mL water, and addition of calcium
carbonate.
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1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma das hortalicas mais cultivadas e
consumidas no mundo (Lopes, 2005). A espécie pertencente a familia solanaceae, apresenta
um ciclo relativamente curto e com boa rentabilidade (Naika et al., 2006). Entre 1985 e 2005,
a demanda mundial per capita de tomate cresceu cerca de 36% (Carvalho; Pagliuca, 2007).
Segundo 0 FAOSTAT (FAO, 2010), no ano de 2009 a producdo mundial de tomates foi cerca
de 141 milhdes de toneladas, produzidas em uma area de aproximadamente cinco milhdes de
hectares. No Brasil, o tomate é o segundo produto agricola de importancia econémica, sendo
os Estados de Goias, Sdo Paulo, e Minas Gerais os maiores produtores, com 1.427.144,
730.385 e 477.921 toneladas respectivamente (IBGE, 2009). O Estado do Amazonas segundo
o IBGE (2009) ocupa a 23° posicdo, com producdo de 1.039 toneladas.

Apesar de ser uma hortalica apreciada na culinaria do mundo inteiro, o cultivo do
tomateiro é considerada uma atividade de alto risco, principalmente devido a grande
suscetibilidade ao ataque de fitopatdgenos e pragas, oscilacdo no preco de mercado e grande
exigéncia de insumos e servigos. Os altos custos de implementacdo e manutencdo da cultura e
a exigéncia do mercado por produtos de melhor qualidade, estimulam a busca de novas
alternativas de cultivo (Cardoso, 2007).

O fungo Rhizoctonia solani Kiihn é um patdgeno importante, pois € capaz de infectar
uma ampla gama de hospedeiros, tais como plantas ornamentais, espécies florestais, frutiferas
e hortalicas, causando injurias em sementes e frutos, tombamento das mudas, cancros de talo,
podridao da raiz e infeccGes nas folhas (Ogoshi, 1985), tendo como consequéncia a morte
prematura da planta e/ou a reducdo da produtividade (Garcia-Jiménez et al., 2000).

Segundo Ceresini e Souza (1997), no Brasil, R solani causa perdas consideraveis em
varias plantas cultivadas, como pimentdo (Capsicum annuum L.), soja (Glycine max (L.)
Merr.), amendoinzeiro (Arachis hypogaea L.) e feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). O fungo ja
foi identificado no Sul do Brasil, destacando-se, Rio Grande do Sul (Ribeiro, 1984) e regido
Sudeste, em Sdo Paulo (Amaral et al.,, 1979). Também vem se sobressaindo na regido
Nordeste, como causador de doencas radiculares em mel&o (Andrade, 2004). No norte, estado
de Roraima, o fungo ja foi relatado em culturas como melancia, feijdo-caupi, soja, alface,
seringueira e feijdo-guandu (Zilli et al., 2007) e no estado do Amazonas em diversas
hortalicas, entre estas o tomateiro (Santos e Galvao, 1989; Reis e Madeira, 2009).

Desta forma, R. solani encontra-se amplamente disseminado pelo pais, sendo dificil o

controle, devido a complexidade do seu comportamento ecoldgico, pois forma estruturas de
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resisténcia e sobrevive saprofiticamente. Associado a isso, a gama de espécies hospedeiras é
ampla e a sobrevivéncia das estruturas de resisténcia, clamiddsporos e esclerddios é alta,
mesmo em condicdes adversas (Fe nille etal., 200 2; Zillietal., 2007).

No Brasil, sdo escassos 0s trabalhos sobre o patossistema R. solani e tomate. Tendo-se
como referéncia trabalhos realizados com outras culturas e/ou em outros paises, sob condi¢des
edafo-climéticas diferentes das predominantes nas regides produtoras de tomate no Brasil,
implicando em desconhecimento da biologia e da ecologia do patégeno, aspecto importante
para embasar estudos sobre medidas de manejo (Michereff Filho et al., 1996).

O manejo integrado de doengas em plantas contempla varias medidas para reduzir a
incidéncia ou severidade e manter o potencial produtivo das culturas agrondmicas, tais como:
medidas de exclusdo, uso de variedades resistentes, fungicidas quimicos, adubacdo verde,
cultivares resistentes, rotacao de culturas e controle biologico (Paula Junior et al., 2008).

O género Trichoderma Pers. (Hypocreales: Hypocreaceae) constitui hoje o grupo de
agentes de biocontrole de fungos fitopatogénicos mais estudado. O rapido crescimento
micelial, a alta producdo de conidios, a sintese de diversos antibioticos e a capacidade de
viver de diversas formas (saprotrofica, simbionte ou micoparasita) sdo caracteristicas
fundamentais em sistemas agroecoldgicos ou de producdo organica, preenchendo varios
requisitos nao atendidos pelos agroquimicos (Samuels, 2006). Este agente de biocontrole tem
sido aplicado em solos para controlar doencas causadas por fungos fitopatogénicos de
hortalicas comerciais como tomate (Harman et al., 2004).

Tendo em vista a importancia da doenca para a cultura do tomateiro na regido
Amazobnica, hd necessidade de disponibilizar métodos de controle alternativos, como o
controle biolégico, para proporcionar 0 manejo sustentavel desta cultura, e melhorar a

qualidade de vida dos produtores e consumidores.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial dos isolados de Trichoderma spp. no controle do tombamento de
tomateiro em condicdes de casa-de-vegetacao.

2.2. Objetivos Especificos

e Selecionar isolados de Trichoderma spp. capazes de reduzir a incidéncia de
tombamento causado por R. solani em pléantulas de tomateiros.
e Estudar o mecanismo de acdo dos isolados selecionados como biocontroladores.

¢ Identificar as espécies dos isolados de Trichoderma spp. que foram selecionados.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma planta da classe dicotiledoneae, ordem
tubiflorales, familia Solanaceae, género Solanum (Peralta e Spooner, 2000). Tem como
provaveis centros de origem a regido montanhosa dos Andes, o norte do Chile, Bolivia,
Equador, Peru e Colébmbia. (Filgueira, 2008). O Meéxico € considerado o centro de
domesticacéo, sendo distribuido da Europa para a Asia meridional e oriental, Africa e Oriente
Médio (Peralta e Spooner, 2000).

Segundo Fontes e Silva, (2002) é uma planta herbéacea, anual, possuindo raiz
pivotante. O caule é flexivel, incapaz de suportar o peso dos frutos e mantem-se na posicao
vertical, cuja arquitetura lembra uma moita, com abundante ramificagdo natural. As flores sdo
hermafroditas e formam cachos, o que dificulta a fecundacgéo cruzada.

A cultura é considerada cosmopolita, uma vez que é bastante tolerante a variacdes de
fatores climaticos podendo desenvolver-se em altitude de regibes de clima tropical,
subtropical e temperado (Filgueira, 2008).

Um dos componentes chaves para a produtividade € o indice de pegamento de fruto. A
faixa de temperatura média é cerca de 15-20 °C, sendo muito sensfvel a variagdes extremas de
temperaturas, com excesso de calor, ha abortamento e queda de flores, resultando na producéo
deficiente de pdlen viavel, o que condiciona baixa polinizacdo e consequentemente reduzida
fertilizacdo (Filgueira, 2008).

Outro fator que exerce influéncia no desenvolvimento do tomateiro é a luminosidade.
Quanto maior for a duracdo da luminosidade, maior sera a taxa de producéo de folhas e menor
o0 numero de flores. Com relacdo ao fotoperiodo desenvolve-se bem tanto em dias curtos,
quanto em dias longos (Giordano e Silva, 2000).

Um dos fatores agroclimatico mais prejudicial a tomaticultura é a pluviosidade
excessiva. Muita chuva tem um efeito negativo na cultura, pois favorece a proliferacdo de
fungos e bactérias, que reduzem a parte aérea e, por conseqiéncia diminuem a producao
(Souza e Resende, 2003).

O cultivo em ambiente protegido € uma importante alternativa para superar limitacées
climaticas, especialmente considerando sua eficiéncia quanto ao aproveitamento de energia

natural radiada, da temperatura, agua e nutrientes disponiveis (Hora, 2003).



3.2. Rhizoctonia spp.

A espécie Rhizoctonia Solani Kuhn, é anamorfo de Thanatephorus sp., pertence ao
Reino Fungi, Filo Basidiomycota, Classe Basidiomycetes, Ordem Ceratobasidiales, Familia
Ceratobasidiaceae (Kirk et. al, 2008). Segundo Botellho et al. (2001), é um fungo
cosmopolita, habitante de solo, com vasto nimero de hospedeiros e causa importantes
doencas na maioria das plantas cultivadas em todo o mundo.

Geralmente, ocorrem em regides de temperaturas elevadas e chuvas frequentes,
acompanhadas de alta umidade. Chuvas seguidas de frio e subsequente clima quente também
favorecem o patdgeno. Temperaturas na faixa de 25 °C a 29 °C sdo ideais para o
desenvolvimento da doenca (Hartman et al., 1999).

Tém tendéncia para infectarem tecidos jovens e mudas em sementeiras, causando
tombamento de plantulas, especialmente em pré-emergéncia ou pos-emergéncia, morte em
reboleira, podriddo de raizes e de colo com posterior necrose de haste e murcha da planta
(Fenille et al, 2002).

Por ser colonizador pioneiro da matéria organica e infectar plantas nativas, tornou-se
de grande interesse ecoldgico. O micélio do fungo, o indculo primério, é disseminado
localmente pelo vento, respingos de chuva, enxurrada, animais, seres humanos e implementos
agricolas. Esses propagulos sdo detectados no solo com relativa facilidade, porém de dificil
guantificacdo. Geralmente, encontram-se nas camadas superficiais do perfil do solo,
principalmente nos primeiros 10 cm, devido a dependéncia de oxigénio (Cardoso, 1994). Os
esclerddios sdo estruturas de sobrevivéncia, responsaveis por focos da doenga, servindo de
indculo primario para culturas subsequentes. Sobrevive de um ano para o outro em plantas e
em restos de culturas (Sneh et al., 1991). Além disso, sementes infectadas sdo importantes
fontes de inoculo primario (Vilgalys e Cubeta, 1994).

Segundo Krugner (1980), o patdgeno penetra através das paredes celulares da
epiderme da raiz ou hipocotilo, com a subsequente invasdo dos tecidos da planta pelo micelio.
O processo infeccioso é promovido pela producdo de diversas enzimas extracelulares pelo
patdgeno, que degradam varios componentes da parede celular vegetal (celulose, lignina e
pectina). A medida que o fungo mata as células vegetais, as hifas continuam a crescer e

colonizar tecidos mortos, muitas vezes formando esclerddios (Sneh et al., 1991).



3.3. Sintoma da doenga causada por Rhizoctonia solani

Os sintomas apresentados por R. solani variam de acordo com os 0Orgdos dos
hospedeiros infectados e podem ser confundidos, geralmente com os sintomas de doencas
produzidas por outros patdgenos (Oliveira et al., 2008).

A importancia dessa doenca esta relacionada, principalmente, com as mudas nos
Viveiros e no campo, pois ocorrem nas primeiras fases de desenvolvimento da planta. Como
consequéncia, 0 numero desejavel de plantas sadias pode ser afetado, seguido da producéao de
produtividade. Conforme Oliveira et al., (2008), a ocorréncia deste tipo de doenca pode ser
influenciada por diversos fatores, principalmente umidade, temperatura, concentragéo de
indculo, supressividade do solo e vigor da plantula.

Segundo Bedendo (1995), o tombamento de mudas ou "damping-off* é um termo
genérico utilizado para designar a ocorréncia da morte das sementes durante a fase de
germinacdo, ou da plantula apés sua emergéncia. A doenca causa infeccdo nos tecidos
vegetais, ainda, dependentes ou recém-liberados das reservas nutricionais acumuladas nas
sementes. Também estdo incluidas neste grupo as podridGes que ocorrem nas sementes
quando essas sdo colocadas no solo e apds o entumescimento, que precede a germinacéao,
quando este se torna mais suscetivel ao ataque de patégenos.

No "damping-off" de pré-emergéncia pode ocorrer a morte das sementes, que se
caracteriza, muitas vezes, por necroses nos tegumentos e pela perda de rigidez e
apodrecimento. As vezes, ocorrem encharcamento dos tecidos provenientes da germinacéo da
semente, que rapidamente coalescem e escurecem, levando a sua destruicdo. Em ambos 0s
casos, exalam odores fétidos provenientes das podridfes. Se as plantulas sdo infectadas ap6s a
emergéncia, morrem devido ao anelamento do coleto, muitas vezes resultando em constricao
do tecido vegetal junto a superficie do solo ("damping-off" de p6s-emergéncia) fazendo com

que o caule ndo suporte o0 peso da plantula, ocasionando seu tombamento (Lopes et al., 2005).

3.4. Métodos de controle

O controle quimico do tombamento ndo € possivel sem estar associado a um programa
integrado de controle. Os fungicidas mais utilizados em tratamentos de sementes, mudas e
solos sdo triadimenol, pencycuron, tolylfluanid, carboxin, thiram, carbendazim e vitavax.

Muitas vezes 0 uso continuo de um mesmo fungicida pode desenvolver resisténcia do



patdgeno. Para evitar isso, 0 uso alternado de diferentes produtos é recomendavel (Goulart,
2002; Sadeghi et al., 2009).

A resisténcia genética destaca-se como uma ferramenta extremamente Util no manejo
de doencas causadas por fitopatdgenos habitantes do solo. O controle genético desses
parasitas deve ter sido praticado inconscientemente pelos primeiros agricultores, ao
selecionarem materiais por vezes mais produtivos por serem menos suscetiveis as doencas
radiculares (Michereff et al., 2005). Até 0 momento, ndo se conhecem cultivares resistentes
ao tombamento de plantulas, em razdo, principalmente, do complexo de patdgenos envolvidos
na ocorréncia da doenca (Henz e Lopes, 2000).

O potencial de controle cultural, ou por praticas culturais, esta diretamente relacionado
com a oportunidade de manipulacdo das condicdes de crescimento das plantas. As principais
praticas culturais envolvidas no controle cultural sdo: rotacdo de culturas, manejo do solo e
dos restos culturais, populacdo adequada de plantas, irrigacdo, adubacdo verde, compostagem,
fertilizacdo do solo, época de plantio e profundidade de semeadura (Corréa et al., 2000; Mafia
et al., 2005; Brierley et al., 2009).

O controle bioldgico tem sido bastante estudado nas Gltimas décadas, principalmente
pelos problemas ambientais e de saide humana decorrentes do uso indiscriminado de
agrotoxicos (Peres et al., 2007). Dentre os organismos envolvidos na supressividade de solos,
os fungos séo os mais estudados. 1sso se deve ao interesse na obten¢édo de produtos comerciais
a base de fungos para o controle bioldgico de patdgenos habitantes do solo. E dentre os
fungos antagbnicos, sem duvida, os mais estudados pertencem ao género Trichoderma
(Michereff et al., 2005). A eficacia do controle bioldgico de fitopatdgenos depende da
interacdo reciproca entre o agente de controle biol6gico, o fitopatégeno, a planta e os fatores
ambientais.

O controle bioldgico € uma das estratégias alternativas no controle de doencas de
plantas, podendo funcionar com amplas possibilidades de aplicagdo no biocontrole de
patogenos foliares e radiculares de diversas espécies vegetais (Fenille et al., 2002;
Gasparotto et al., 2005; Rini e Sulochana, 2007; Montealegre et al., 2010). Entretanto, é
importante associar as praticas compativeis com o objetivo de alcancar um sistema de

agricultura sustentavel (Lo et al., 1998; Peres et al., 2007).



3.5. Trichoderma spp. - Aspectos Gerais

Trichoderma spp. € um fungo mitosporico e anamorfo de Hypocrea, pertence ao filo
Ascomycota, ordem Hypocreales, familia Hypocreaceae (Kirk et al., 2008). A sua taxonomia
ainda ndo esta completamente elucidada. Os estudos classicos, realizados até entdo, baseados
na morfologia ndo resultaram numa revisdo compreensiva e satisfatoria (Samuels, 2006). A
utilizacdo da morfologia na identificacdo tem sido efetiva ao nivel de género, entretanto a
diferenciacdo intraespecifica € mais complexa devido a sobreposicdo de diversos caracteres
distintivos, resultando numa chave bastante artificial e, portanto, sujeita a certo subjetivismo.

Os nove agregados de espécies (Trichoderma piluliferum, T. hamatum, T. polysporum,
T. koningii, T. aureoviride, T. pseudokoningii, T. harzianum, T. longibrachiatum, T. viride),
descritos por Rifai (1969), foram diferenciados primariamente pelo padréo de ramificacdo dos
conidioforos e pela morfologia do conidio. Entretanto, o proprio autor considerou sua revisao
como sendo um estudo preliminar da variagdo intragenérica, e que uma variagdo mais
significativa permanece por ser definida. Ressalta-se que estes agregados também podem ser
denominados como “complexos” ou “aliancas” na terminologia sistematica.

As espécies do género Trichoderma possuem distribuicdes bastante ampla, ocorrendo
no mundo inteiro em quase todos os tipos de solos e outros habitats naturais, especialmente
aqueles que contém matéria organica (Mello et al., 2007). Alguns deles séo utilizados em
controle bioldgico de fitopatdgenos foliares e radiculares (Patricio et al., 2001; Mello et al.,
2007), outros tém sido intensamente aplicados em processos biotecnoldgicos (Schuster e
Schmol, 2010) e boa parte capazes de proteger plantas por meio de diferentes mecanismos de
acao (antibiose, parasitismo, competicdo), e por colonizar eficientemente o substrato e o
sistema radicular de véarias espécies de plantas (Harman et al., 2004; Harman, 2006;
Woo et al., 2006).

Antibiose é definida como uma interacdo entre organismos na qual um ou mais
metabolitos produzidos por um organismo tém um efeito danoso sobre o outro (Brunner et al.,
2005). As espécies de Trichoderma tém sido estudadas por produzirem uma série de enzimas
extracelulares (Le Crom et al., 2009); por degradarem paredes de células flngicas e por
serem ativas na producdo de metabdlitos extracelulares com atividade antimicrobiana
(Benitez et al., 2004). Parasitismo é um mecanismo pelo qual o fungo é capaz de penetrar as
estruturas do patdgeno, especialmente as hifas, utilizando enzimas que degradam
componentes da parede celular. Desta forma, ocorre a degradagao enzimatica e o consumo de

nutrientes oriundos da degradacdo das estruturas dos fitopatdgenos. Por esse fato, 0s
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antagonistas que atuam por este mecanismo sdo denominados hiperparasitas ou
hiperpatdgenos (Ruocco et al., 2009); Competicdo é a interacdo entre dois ou mais
organismos empenhados na disputa principalmente por alimentos, espaco e 0Xigénio
(Benitez et al., 2004). Segundo Howell (2003), a competicdo € uma das principais
caracteristicas de isolados de Trichoderma usados como agentes de biocontrole especialmente
na rizosfera.

A acdo de Trichoderma spp. como agente de biocontrole de patdgenos causadores de
tombamento, murcha e podriddo em mudas, € conhecida. Pode-se utilizar o agente de
biocontrole como protetor de sementes que apds desenvolver-se na espermosfera acaba
acompanhando o desenvolvimento da raiz da nova planta (Harman, 2000). Segundo Harman
et al,. (2004), alguns isolados sdo excelentes competidores na rizosfera e por isso colonizam
toda a superficie da raiz por varias semanas ou meses. Uma importante observacao referente a
colonizacdo da rizosfera por Trichoderma foi relatada por Harman (2000). O autor descreve
que foram encontradas hifas de isolado de T. harzianum envolvendo raizes de plantulas de
milho.

Os esporos ndo apresentam acao direta comprovada na acdo de biocontrole, embora,
geralmente, utilizam-se conidios para o tratamento de sementes ou solo. Segundo Melo
(1996) e Faria et al., (2002), os conidios e clamiddsporos de Trichoderma sdo formulados e
utilizados para tratamento de solos, sementes, estoldes e bulbos e, ainda, pulverizados na parte
aérea dos vegetais. E importante ressaltar que tanto conidios como clamiddsporos sdo

estruturas de resisténcia dos fungos.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Local da pesquisa

Os experimentos foram desenvolvidos no laboratério de Fitopatologia e em casa-de-
vegetacdo da Coordenacdo em Pesquisas em Ciéncias Agronémicas (CPCA) do Instituto

Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA).

4.2. Obtencéo do isolado e teste de patogenicidade em casa-de-vegetacao

O isolado de R. solani foi obtido a partir do caule necrosado do tomateiro com
sintomas caracteristicos do tombamento, coletado no campo da Estagdo Experimental de
Hortalicas Alejo van der Pahlen localizada no km 14 da rodovia AM 010, municipio de
Manaus, AM.

Em condicgdes assepticas, fragmentos de tecidos do caule necrosado foram cortados e
imersos em alcool 70% por um minuto, transferidos para uma solucao de hipoclorito de sédio
a 2% por dois minutos e lavados com &gua destilada esterilizada. Posteriormente, 0s
fragmentos foram transferidos para placa de Petri contendo o meio de cultura Batata-
Dextrose-Agar (BDA) (200 g de batata, 20 g dextrose, 20 g agar em 1000 mL de &gua
destilada) incubados em B.O.D. mantidos & temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 h por 7
dias.

Com o desenvolvimento da colonia, o mesmo foi repicado para tubos de ensaio
contendo meio de cultura BDA e mantidos & temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12h por 7
dias. Posteriormente os tubos foram transferidos para refrigerador a 5 °C. O isolado de R.
solani testado foi depositado na Colecdo de Microrganismos de Interesse Agrossilvicultural
do INPA, no Laboratorio de Fitopatologia, com o nimero 2.329.

O teste de patogenicidade foi realizado com o método de disco de micélio. Apés sete
dias do crescimento de R. solani no meio de cultura de BDA em placas de Petri, quatro discos
de 5 mm de diametros, foram inoculados no caule de tomateiros jovens (sete dias de idade),
de modo que o micelio estivesse em contato com a superficie vegetal. As mudas de
tomateiro foram cultivadas em copos de plasticos de 500 mL contendo substrato de terra
compostada (30% de composto organico, 50% de terra vegetal e 20% de humus de minhoca)

ndo esterilizado. Apo6s a inoculacdo, as mudas foram cobertas com sacos de plasticos
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borrifados internamente com agua durante 24 h (camara Umida). Decorrido o tempo, as
camaras Umidas foram retiradas e as mudas dos tomateiros receberam irrigacGes diarias.

Ao todo, 20 mudas de tomateiros da variedade Santa Cruz foram utilizadas, sendo que
10 foram inoculadas com discos de micelios de R. solani e 10 mudas sem inoculagdo, que
constituiram a testemunha. A avaliagdo consistiu da monitoracdo diaria apds a inoculagéo,

registrando o nimero de mudas com aparecimento de sintomas de damping-off.

4.3. Preparo do inbéculo de Rhizoctonia solani cultivado em substrato de arroz e

influéncia da concentracdo do patdgeno na incidéncia da doenca

Para producédo de micélios do isolado 2.329, em sacos de polipropileno de 2 kg foram
pesados 200 g de grdos de arroz, e adicionadas 140 ml de agua destilada e posteriormente
autoclavados por duas vezes, dias consecutivos, a 120 °C durante 25 minutos. Apds 0
resfriamento do arroz foram transferidos dez discos, da colbnia 2.329, de cinco mm de
didametro. Em seguida, os sacos foram semi-fechados com gazes e fixados com dois grampos
de metais e incubados durante 15 dias & temperatura de 25 °C. A cada dois dias os substratos
foram revolvidos, para promover a troca gasosa, quebra do micélio e aumento da superficie de
contato do fungo com os substratos para melhor crescimento vegetativo.

O delineamento neste experimento foi inteiramente casualizados com cinco
tratamentos, incluindo a testemunha, 0 g, com dez repeti¢es. Cada repeticdo foi constituida
de uma planta. Os resultados, nimero de plantulas sobreviventes, foram submetidos a analise
de variancia. As médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade e o
programa estatistico utilizado foi Assistat 7.0. O primeiro experimento ocorreu no més de
outubro de 2010 e a sua repeticdo no més de novembro do mesmo ano.

Apds o cultivo do fungo em gréos de arroz, os mesmo foram misturados em solos em
diferentes concentracdes: 0 g, 4 g, 8 g, 16 g e 24 g por 100 g de solo (ndo autoclavado,
composto de 50% de terra vegetal, 20% de humus de minhoca e 30% de composto organico).
Os solos misturados foram transferidos para copos de plasticos de 500 mL até a superficie da
borda do copo.

A incubacdo durou um tempo de 15 dias em casa-de-vegetacdo conforme metodologia
descrita por Michereff Filho et al. (1996), com modifica¢cdes. Decorrido esse periodo, as
sementes de tomateiro da cultivar Santa Cruz foram semeadas nos copos de plasticos

contendo as misturas com suas respectivas concentracdes de indculos. A monitoracdo do
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experimento foi efetuada diariamente durante 15 dias ap6s a semeadura, levando em

consideracdo o nimero de plantulas sobreviventes em cada tratamento.

4.4. Quarenta isolados de Trichoderma spp. e suas respectivas procedéncias

Os 40 isolados de Trichoderma spp. foram fornecidos pela Colegédo de
Microrganismos de Interesse Agrossilvicultural do INPA. Atualmente, estdo mantidos em
frascos de vidros contendo silica gel. Os isolados foram provenientes de diversos substratos
0s quais estdo descritos na Tabela 1. Estes isolados de Trichoderma spp. foram cultivados em
placas de Petri contendo meio BDA em temperatura de 25 °C, durante dez dias para serem

utilizados nos futuros experimentos.

Tabelal. Isolados de Trichoderma spp. testados contra Rhizoctonia solani e seus substratos
de origem.

ISOLADO (TRATAMENTO) (n=40) ORIGEM SUBSTRATO

1611 (T1)

EEK?

Desconhecido

2121 (T2) LBF? Desconhecido
1439-B (T3) Sasahara Solo

2114 (T4) LBF® Desconhecido
1417-1 (T5) EAR? Desconhecido
2041 (T6) CPPF Serragem
2117 (T7) LBF® Desconhecido
1589-B (T8) Desconhecido Desconhecido
2111 (T9) LBF® Desconhecido
1432 (T10) Manaus Solo

2047 (T11) CPPF* Desconhecido
1351 (T-12) Manaus Solo

1598-B (T13) Desconhecido Desconhecido
2113 (T14) LBF® Desconhecido
2127 (T15) CPPF* Madeira
2128 (T16) CPPF* Madeira
2110 (T17) LBF® Desconhecido
2129 (T18) CPPF* Madeira
2130 (T19) CPPF* Madeira
2131 (T20) CPPF* Madeira
2046 (T21) CPPF* Desconhecido
2112 (T22) LBF® Desconhecido
1599 (T23) EAR? Solo

2115 (T24) LBF® Desconhecido
1439 (T25) Ariad Solo

1601-B (T26) EAR? Solo

1572-3 (T27) Desconhecido Desconhecido
2123 (T28) CPPF* Madeira
2048 (T29) CPPF* Desconhecido
1439 (T30) Sasahara Solo
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1340 (T31) ZF-2- Manaus Cardeiro
2132 (T32) CPPF* Madeira

1435 (T33) Sasahara Solo

2119 (T34) LBF° Desconhecido
2133 (T35) CPPF* Madeira
2109 (T36) LBF° Desconhecido
2118 (T37) LBF? Desconhecido
2134 (T38) CPPF* Madeira

2125 (T39) CPPF* Madeira
2116 (T40) LBF° Desconhecido

'EAR=Escola Agrotécnica Rainhas dos Apdstolos BR-174-KM; 2EEK=Estacéo Experimental
do Km 14;*LBF= Laboratério de Biocontrole Farroupilha;*CPPF=Laboratério de Preservagio
de Madeira.

4.5. Selecdo de isolados de Trichoderma spp. para controle de Rhizoctonia solani em

condicgbes de casa-de-vegetacao

Cada isolado de Trichoderma spp. foi cultivado em trés placas de Petri contendo meio
de BDA, durante 10 dias. Em seguida, foram feitas suspensdo de in6culo de Trichoderma
spp., adicionando-se agua destilada esterilizada as placas, raspando a superficie das culturas
com uma lamina de microscopia e filtrando-as em camada dupla de gaze. A concentracdo de
indculo foi ajustado para 10° conidios mL™ com auxilio da cAmara de Neubauer.

Para selecdo dos antagonistas, com potencial de controle de R. solani, foram
realizados dois experimentos: o primeiro no més de dezembro de 2010 utilizando 40 isolados
(Tabela 1), e 0 segundo no més de janeiro de 2011, utilizando os cinco mais eficientes do
primeiro experimento. Ambos experimentos realizados em casa-de-vegetacéo.

Cada experimento constituiu de duas testemunhas: a) plantio do tomateiro em solo nao
infestado e b) plantio de tomateiro em solo infestado apenas com o patdgeno. O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso em ambos experimentos. O primeiro experimento
constituiu de 42 tratamentos e nove repeticdes e segundo experimento de sete tratamentos e
vinte repeticdes. Cada repeticao foi constituida de uma planta. Os procedimentos para ambos
experimentos foram semelhantes.

Ap0s a preparacdo da suspensdo dos antagonistas e do indculo do patdgeno crescido
em arroz promoveu-se a infestacéo artificial do solo.

Em uma bandeja de plastico misturou-se na proporcao de 24 g de micelio de R. solani
cultivado em arroz/100 g de solo e aplicou-se 1,0 mL da suspenséo de 108 conidios mL™ /100

g de solo. Apos o revolvimento das misturas, estas foram transferidas para copos de plasticos
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de 500 mL. O material foi incubado por 15 dias, para o estabelecimento inicial dos fungos.
Posteriormente, procedeu-se o plantio dos tomateiros com sementes da cultivar Santa Cruz.

A avaliacéo foi realizada diariamente ap0s o plantio dos tomateiros efetuando-se a
contagem do numero de plantulas sobreviventes em cada tratamento. Os dados de
percentagem do numero de plantulas mortas e sobreviventes atribuiram-se notas 1 e 2
respectivamente.

No primeiro experimento com 42 tratamentos e nove repeticdes, os dados de plantas
sobreviventes e mortas foram transformados em raiz quadrada de X+0,5 e submetidos a
andlise de variancia. Para comparacdo dos tratamentos as médias foram submetidas ao teste
de Scott Knott a 5% de probabilidade. Os dados obtidos no segundo experimento foram
submetidos a analise de variancia, efetuando-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade para
comparacdo das médias. O programa estatistico utilizado, para ambos experimentos, foi
Assistat 7.0.

4.6. Avaliacdo do mecanismo de acdo por competicdo de cinco isolados de Trichoderma

spp. ao fungo Rhizoctonia solani em cultivo pareado

Para a avaliacdo do ensaio in vitro do mecanismo de acéo antagonico foi empregado o
método de cultivo pareado em disco de BDA (Mariano, 1993) com cinco isolados
antagonistas (1.611, 2.121, 1.439-B, 2.130 e 1.599) contra o isolado patogénico 2.329.

Cada placa de Petri de 9 cm, contendo o meio de cultura de BDA, recebeu dois discos
de micélio de 5 mm de didametro agarizados de culturas crescidas por sete dias, em lados
opostos da placa, sendo um do patégeno e outro do isolado de Trichoderma (T.
pseudokoningii, T. virens, T. aureoviride, T. harzianum) a ser avaliado. Como testemunha,
usou-se o patdgeno cultivado isoladamente, colocando-se um disco de micélio no centro de
cada placa. Em seguida, todas as placas foram mantidas & 25 °C e fotoperiodo de 12 horas
durante 7 dias. Ao todo foram utilizados seis tratamentos, uma testemunha e cinco repeti¢oes
distribuidos ao acaso. O delineamento foi inteiramente casualisado, com sete tratamentos e
para cada tratamento foram utilizados 5 repeti¢fes. Cada parcela foi constituida de uma placa
de Petri.

Medidas do crescimento micelial foram tomadas a cada dia e, a avaliacédo final apos 7
dias, com o auxilio da escala proposta por Bell et al. (1982), pela qual séo atribuidas notas de
labs.
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Nota 1: sobreposicéo de Trichoderma sp., que colonizou toda a superficie do meio e cobriu a
coldnia do patégeno.
Nota 2: sobreposicdo de Trichoderma sp., que colonizou pelo menos 2/3 da superficie do
meio.
Nota 3: Trichoderma sp. e patdgeno colonizaram mais que 1/3 e menos que 2/3 da superficie
do meio.
Nota 4: patdgeno colonizou ao menos 2/3 da superficie do meio e resistiu a invasdo do
Trichoderma sp.
Nota 5: sobreposic¢do do patdgeno que colonizou toda a superficie do meio.

As notas obtidas (1, 2, 3, 4 e 5) foram expressas em termos de porcentagem de
colonizacdo (100%, 75%, 50%, 25%, 0%) respectivamente.

4.7. ldentificacé@o dos isolados de Trichoderma spp.

Os cinco isolados antagonista 1.611, 2.121, 1.439-B, 2.130 e 1.599 selecionados com
potenciais antagonicos, foram identificados por meio de observacdo macroscépica, atraves
das caracteristicas da col6nia e microscopicamente através das estruturas de reprodugdo. Os
fungos foram cultivados em placas de Petri contendo meio de BDA e incubados a 25 °C por 5
dias. De cada isolado foram feitas cinco placas.

A observacdo microscopica procedeu da visualizacdo e biometria das estruturas
fangicas vegetativa (hifas) e de reproducéo (clamiddsporos, conidioforos, fialides e conidios),
a partir da preparacdo de laminas semipermanentes, coradas com azul de algoddo. Tanto as
informacdes obtidas pelas observacfes macroscépica e microscépica foram comparadas com

as descritas nas literaturas especializadas (Rifai, 1969; Samuels, 1996).
4.8. Producgédo massal de conidios do isolado 1.599

Para obter a esporulacdo do isolado 1.599 foram utilizados grdos de arroz como
substrato, diferentes volumes de agua (60 mL, 100 mL e 140), acrescido ou ndo de 3% de
CaCOg (Carbonato de célcio). Os grdos de arroz, 200 g, foram acondicionados em sacos de
polipropileno, de 2 Kg, acrescido de agua e acrescido ou ndo de carbonato de célcio. Em
sequida, o material foi autoclavado por duas vezes, em dias alternados, a 120 °C durante 25

minutos.
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Apo6s o resfriamento do arroz, 10 discos da colénia do isolado 1.599, cultivado em
meio de BDA, de cinco mm de diametro, foram transferidos para sacos contendo o substrato
de arroz. Os sacos foram semifechados com gazes e fixados com dois grampos de metais e
mantidos a 25 °C. Apés cinco dias de incubagdo, metade dos tratamentos tiveram os sacos
abertos (Figura 1). No décimo dia todas as amostras foram lidas, visou-se quantificar a
concentracdo de conidios produzidos. Para tanto, foi transferido 1 g de arroz colonizado com
o fungo para um béquer e diluido em 50 mL de agua destilada. A concentracao de indculo foi
avaliada através da contagem de conidios, utilizando-se um hematocitbmetro (camara de
Neubawer) ajustado para 10® conidios mL™.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente ao acaso com esquema
fatorial de 2 x 2 x 3 sendo: fator A = embalagens de sacos fechados e sacos abertos; fator B =
com CaCO3; e sem CaCOg; fator C = porcentagem de umidade. Foram estabelecidas trés
repeticbes para cada tratamento e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5 % de
probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa ASSISTAT 7.0.
T1) Embalagens de sacos abertos apos cinco dias com 200 g de arroz e 60 ml de agua.

T2) Embalagens de sacos abertos apds cinco dias com 200 g de arroz, 60 miml de agua e 3 %
de CaCO:s.

T3) Embalagens de sacos abertos apds cinco dias com 200 g de arroz e 100 mL de &gua.

T4) Embalagens de sacos abertos apds cinco dias com 200 g de arroz, 100 ml de agua e 3% de
CaCOQOsg.

T5) Embalagens de sacos abertos ap06s cinco dias com 200 g de arroz e 140 ml de agua.

T6) Embalagens de sacos abertos apds cinco dias com 200 g de arroz, 140 ml de agua e 3% de
CaCQOs.

T7) Embalagens de sacos fechados com 200 g de arroz e 60 mL de agua.

T8) Embalagens de sacos fechados com 200 g de arroz, 60 mL de agua e 3% de CaCOs.

T9) Embalagens de sacos fechados com 200 g de arroz e 100 mL de agua.

T10) Embalagens de sacos fechados com 200 g de arroz, 100 mL de &gua e 3% de CaCOs.
T11) Embalagens de sacos fechados com 200 g de arroz e 140 mL de agua.

T12) Embalagens de sacos fechados com 200 g de arroz, 140 mL de agua e 3% de CaCOs.
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=
=

Sacos Fechados
durante 10 dias

Com CaCOs; Sem CaCOs;
|
60 mL 100 mL 140 mL 60 mL 100 mL 140 mL
H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 H,0

Figura 1. Fluxograma dos tratamentos referente a esporulacdo do Trichoderma sp. (isolado

1.599) em graos de arroz.
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5. RESULTADOS

5.1. Teste de patogenicidade da Rhizoctonia solani em casa-de-vegetacéo

No décimo dia apos a inoculacdo, observou-se necrose e uma posterior podriddo no

colo do tomateiro, resultando em tombamento das mudas. As mudas que ndo foram

inoculadas apresentaram-se livres de sintomas de damping-off.

5.2. Teste da quantidade de in6culo de Rhizoctonia solani

Ao sétimo dia apds a semeadura do tomateiro, as quantidades de 4, 8 e 16 g de gréos

de arroz cultivado com R. solani ndo foram suficientes para causar o processo de infeccdo de

doenca nas plantulas de tomateiro comparados com a testemunha. J& a quantidade de 24 g de

indculo de R. solani influenciou significativamente na incidéncia da doenca obtendo 0% de

plantas sobreviventes. Os resultados de ambos experimentos foram praticamente semelhantes

(Figura 2).

120

100 - M

Sobrevivéncia (%)
Iy D (0e)
o o o

1 1 1

N
o
1

0 .

I Outubro
/3 Novembro

0g

49

8¢ 16 ¢ 24 g

Quantidade de Inéculo

Fig 2. Incidéncia do tombamento de tomateiros, submetidos a diferentes quantidades de
indculos de Rhizoctonia solani cultivado em grdos de arroz e época dos experimentos de
testes realizados no més de Outubro e repetido no més de Novembro de 2010.
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5.3. Selecé@o de isolados de Trichoderma spp. para controle de Rhizoctonia solani em

condigOes de casa-de-vegetacao

Na avaliacdo de 40 isolados de Trichoderma spp. & Rhizoctonia solani, 12 isolados
tiveram efeito semelhante a testemunha sem patégeno, reduzindo significativamente a
incidéncia de tombamento em pléantulas de tomateiros. Enquanto que, 28 isolados tiveram
efeito semelhante a testemunha com patdgeno, ou seja, ndo houve controle da doenca (Tabela
2).

Tabela 2. Selecdo de isolados antagbnicos ao fungo Rhizoctonia solani, agente causal do
tombamento em pléantulas de tomateiro.

*Tratamentos Isolados (n=40) **Sobrevivéncia
(%)
F*FT1 1611 77,82 a
*EXT2 2121 77,82 a
*RXT3I 1439-B 100,0 a
T4 2114 55,55 a
T5 1417-1 95,55 a
T6 2041 55,55 a
T7 2117 33,33Db
T8 1589-B 33,33 b
T9 2111 22,22 b
T10 1432 55,55 a
T11 2047 33,33Db
T12 1351 44,44 b
T13 1598-B 22,22 b
T14 2113 33,33 b
T15 2127 44,44 b
T16 2128 55,55 a
T17 2110 22,22 b
T18 2129 44,44 b
***T19 2130 88,88 a
T20 2131 44,44 b
T21 2046 55,55a
T22 2112 11,11b
**XT23 1599 77,82 a
T24 2115 33,33 b
T25 1439 33,33Db
T26 1601-B 22,22 b
T27 1572-3 0,00 b
T28 2123 55,55 a
T29 2048 33,33Db
T30 1439 22,22 b
T31 1340 44,44 b
T32 2132 22,22 b
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T33 1435 22,22 b
T34 2119 22,22 b
T35 2133 33,33 b
T36 2109 22,22 b
T37 2118 44,44 b
T38 2134 33,33 b
T39 2125 33,33 b
T40 2116 0,00 b
T41 - 100,0 a
T42 2329 0,00 b
Cv (%) - 32,25

*Tratamentos: Testemunhas 41 (sem R. solani) e 42 (com R. solani); T1 a T40 (isolados de
Trichoderma spp.); **Dados de Plantas sobreviventes transformados pela raiz quadrada de
X+0,5. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade. ***Isolados de Trichoderma spp. selecionados para

repeticdo do experimento.
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Entre os 12 isolados fangicos iniciais, foram selecionados cinco isolados de
Trichoderma spp. (1.611, 2.121, 1.439-B, 2.130 e 1.599), que foram mais eficientes no
controle da doenca.

A eficécia dos cinco isolados antagonistas selecionados mostrou que a percentagem de
plantulas sobreviventes ndo apresentou diferenca significativa entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Esses dados confirmaram os resultados obtidos no primeiro teste
conforme descrita na Tabela 3. O isolado 1.599 demonstrou 100% de eficiéncia no

biocontrole de R. solani (Tabela 3).

Tabela 3. Percentagem de plantulas de tomateiros sobreviventes em teste de controle
bioldgico de Trichoderma spp. contra Rhizoctonia solani em casa-de-vegetacao

Tratamentos Isolados Sobreviventes (%)

T1 1.611 80,0a

T2 2.121 75,0a

T3 1.439-B 90,0a

T19 2.130 90,0a

T23 1.599 100,0a
Controle sem R. solani - 100,0a
Controle com R. solani - 0,0b
CV(%) 15,96

Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P >0,05).

5.4. Avaliagdo do mecanismo de acédo por competicao de cinco isolados de Trichoderma
spp. ao fungo Rhizoctonia solani em cultivo pareado

Os isolados 1.611, 2.121, 1.439-B, 2.130 e 1.599, de Trichoderma spp. mostraram-se
100% de crescimento sobre o patdgeno e esporulacdo sobre toda a superficie da placa Petri.
Os antagonistas inibiram o crescimento micelial do isolado de R. solani quando confrontados
em cultivo pareados apresentando nota 1 segundo a escala de Bell et al., (1982). A
testemunha cultivada apenas com o patdgeno, colonizou toda a superficie do meio de cultura

da placa de Petri.

21



5.5. Identificacio dos isolados de Trichoderma spp.

Os resultados das observacdes feitas das colonias dos isolados, 1.611, 2.121, 1.439-B,

2.130 e 1.599, Trichoderma spp., cultivadas em placa de Petri, contendo BDA, e suas

caracteristicas morfologicas estdo descritas na Tabela 4. As descricbes da colbnia e das

estruturas vegetativas e reprodutivas dos isolados foram comparadas segundo Rifai (1969) e

Samuel (1996) e os isolados identificados.

Tabela. 4. Descricdo morfologica e identificagdo dos cincos isolados de Trichoderma spp.

utilizados nos testes de potencial antagonico a Rhizoctonia solani

Isolados

Descricao

1.611

Trichoderma pseudokoningii Rifai apresentou colénias de crescimento rapido, 9
cm de didmetro aos 4 dias, micélio aéreo cotonoso, auséncia de zonacdo. Cores:
amarelo a branco, com reverso amarelo. Massa conidial seca e intensa producao
de conidios. As hifas frequentemente formaram clamidosporos globosos e
subglobosos, intercalares e terminais 8-11 x 6-9 um, presenca de fidlides 5-10 x
2,0-3,5 um cuja extremidade mede-se até 15 um. Na maior parte, os conidios
apresentaram-se oblongos, elipsoides de 2,5-4 x 2-4 um, com intensa producao de

€Sporos.

2121

Trichoderma virens (Miller, Giddens e Foster) Arx. apresentou colbnia de
crescimento muito rapido, 9 cm de didmetro aos 3 dias, micélio aéreo cotonoso,
flocoso, auséncia de pigmentacdo e de zonacgdo. Cores da col6nia: branco a verde
oliva; cor do reverso: verde. Massa conidial seca. Producdo abundante de
conidios no centro e baixa producdo nas bordas. Formacdo de clamiddsporos
globosos 8-12 um, presenca de fidlides 5-9 x 3-6 um e producdo de conidios

globosos, subglobosos e elipsoides 3-5,5 x 3-5 pm.

1.439-B

Trichoderma aureoviride Rifai apresentou coldnias de crescimento rapido, 9 cm
de diametro aos 4 dias, micélio aéreo cotonoso, flocos verdes no centro da placa e
na periferia branco, auséncia de pigmentacdo e de zonacdo. Cores da colbnia:
verde a branco; reverso amarelo. Massa conidial seca, pulverulento. Producgéo
abundante de conidios no centro e nas bordas com pouca esporulacdo. As hifas
frequentemente formaram clamidosporos globosos e intercalares 5-10 pm,

presenca de fialides, 6-15 x 2,5-3,5 um, conidios, 2,5-4 x 2,0-3,5 um.
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2.130

Trichoderma harzianum Rifai apresentou col6nias de crescimento rapido, 9 cm de
didmetro aos 4 dias, micélio aéreo cotonoso, flocos verdes no centro da placa e
branco na periferia, sem presenca de pigmentacdo e de zonacgédo. Cores da colonia:
branco a verde; cor do reverso: branco. Massa conidial seca, pulverulento.
Producdo abundante de conidios no centro e com pouca esporulacdo nas bordas.
Formac&o de clamiddsporos intercalares e terminais globosos a subglobosos 7-10
X 6,5-9 um, presenca de fialides 4-8,5 x 2-3,5 um, cilindrico, ampuliforme;

producdo de conidios globosos a subglobosos 2-4 x 2-3,5 pm.

1.599

Trichoderma aureoviride Rifai apresentou coldnias de crescimento muito réapido,
9 cm de didmetro aos 3 dias, micélio aéreo cotonoso, flocoso, auséncia de
pigmentacdo e de zonacdo. Cores da coldnia: branco a verde oliva; cor do
reverso: verde. Massa micelial seco, pulverulento. Producdo abundante de
conidios no centro e nas bordas. Presenca de clamiddsporos intercalares e
terminais globosos 7-12 um, formacdo de fialides 4-12 x 2-3,5 um, producéo de
conidios globosos, oblongo, em forma de péra, elipsoidal, truncada na base 2,5-4

X 2-3,5 pum.

23



5.6. Producéo massal de conidios do isolado 1.599

Em geral, a producdo de conidios em arroz do isolado 1.599 foi maior quando
cultivado em sacos fechados quando adicionados 100 mL de &gua e carbonato de calcio
(Tabela 5) e (Figura 3).

Tabela 5. Produgéo conidial do isolado 1.599 cultivado em substrato de grdos de arroz
submetido a diferentes fatores.

Tratamentos 10° conidios g™
Com aeracdo (Embalagens de sacos Abertos) 12.8b
Sem aeracdo (Embalagens de sacos Fechados) 148 a
Sais de célcio (Sem carbonato de célcio) 116b
60 mL de agua 8.4c
100 mL de agua 184 a
140 mL de agua 146 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P >0,05)

Volume de Agua

2. (nL)
= m60
1%"‘
=)
s = m100
3=
2 2 |
S
S 140

Sem CaCO3 [Com CaCO3| Sem CaCO3 |[Com CaCO3

Saco aberto Saco fechado

Figura 3. Producdo de conidios em substrato de arroz
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6. DISCUSSAO

O teste de patogenicidade comprovou que o isolado 2329 é fitopatogénico. A
inoculacdo, de quatro discos de meio contendo micélio de R. solani, diretamente no colo do
tomateiro, foi suficiente para causar tombamento das mudas. O reisolamento do fungo obtido
das mudas doentes confirmou-se a hipdtese. O fungo apresenta colbnias de cor castanha,
crescimento vigoroso e formacdo abundante de esclerddios, principalmente nas culturas mais
velhas, a semelhanca do isolado original. Os sintomas observados foram a necrose e uma
posterior podriddo do colo, seguido do tombamento. A patogenicidade de R. solani estd em
conformidade com Yangui et al., (2008) e De Curtis et al., (2010) em plantas de tomateiro.

O tomate é considerado sensivel a infeccdo de R. solani, no teste de tombamento de
plantulas, observou-se que a quantidade de 24 g de gréos de arroz colonizado por R. solani
por 100 g de solo exerceu uma influéncia significativa na incidéncia da doenga. Outra
confrontacdo é que, aparentemente, ndo ha outros relatos em literatura que informem valores
superiores a 24 g de grdos de arroz colonizados por R. solani. Talvez a resposta deste estudo
no progresso da doenca esteja relacionada com a metodologia empregada, optou-se pela
obtencdo de micélio do fungo colonizado em arroz sem empregar 0 método de trituragdo.
Com base nessas informacdes, é possivel especular que esta técnica sem trituracdo apresenta o
inconveniente da alta demanda por substrato de arroz responsavel por conferir nutricdo para a
producdo de R. solani. Trabalhos com abordagens semelhantes ao atual estudo desenvolveram
metodologia através da auséncia da técnica de trituracdo do micélio cultivado em arroz, com o
uso da alta demanda de substrato para causar doenca na cultura do feijdo. Rodrigues et al.,
(2002) ao incorporarem 16 g de gréos de arroz colonizados por R. solani em vaso com 1 kg de
material de solo na camada de 0-15 cm obteve resposta significativa da podriddo-radicular na
cultura do feijoeiro. Por outro lado, baseado no método aplicado em trituracdo do micélio em
arroz, justifica otimismo ao potencial da técnica com o emprego da baixa demanda de
substrato de arroz podendo utilizar minimas densidades de micélio para causar damping-off
em tomateiros.

Outros casos realizados com intuito de empregar metodologia de multiplicacdo de
indculo de R. solani, em subtrato de arroz, apresentaram diferentes tempos para colonizagéo,
secagem, armazenagem e viabilidade do inoculo. Oliveira et al., (2008) usaram metodologia
da multiplicacdo de R. solani em substrato de arroz e ap6s a colonizacdo do micelio, o
substrato colonizado foi acondicionado em saco de papel e seco a sombra, com posterior

trituracao e peneiragdo. Em seguida, incorporaram 72 mg de inéculo de R. solani por kg de
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solo permitindo observar a méaxima porcentagem de tombamento de plantulas em pds
emergéncia de cenoura (Daucus carota L.). Em outro estudo Andrade et al., (2005)
incorporaram 5, 10 e 25 mg de arroz colonizado por R. solani por kg de solo e produziram
moderadas severidades de rizoctoniose na cultura do meloeiro, estes mesmos autores
utilizaram métodos de trituracdo de fungos.

Outro ponto a ser discutido foi avaliacdo dos possiveis efeitos antagénicos de isolados
de Trichoderma spp. a R. solani em condicdes in vivo. Apenas doze dos 40 isolados de
Trichoderma spp. conseguiram reduzir a incidéncia de tombamento em plantulas de
tomateiro. Os demais (28 isolados) ndo apresentaram atividade contra o fitopatdgeno testado.
E entre doze isolados que apresentaram potencial para controle de R. solani, foram
selecionados os cinco mais eficientes antagonistas. Os resultados obtidos mostraram que 0s
cinco isolados, 1.611, 2.121, 1.439-B, 2.130 e 1.599, biocontroladores da doen¢a do damping-
off em mudas de tomateiros ndo apresentaram diferencga significativa entre si comparados
com o controle sem patogeno (Tabela 3).

Estes mesmos isolados foram utilizados com suspensdo de 10® conidios mL™ contra o
patdgeno. Ambos inoculados concomitantes na superficie do solo mostraram que a area
infestada ficou totalmente colonizado pelos fungos antagonistas afetando o desenvolvimento
do fungo fitopatogénico. O crescimento do Trichoderma spp. foi bastante agressivo,
conferindo a esses antagonistas uma enorme capacidade de atuacdo como competidores
através da rapida colonizacdo do substrato. As espécies reduziram significativamente o
tombamento das plantulas. Entre os cinco isolados reavaliados neste segundo teste, o isolado
1.599 manteve 100% de pléntulas vivas.

Para justificar o uso de suspensdo com Trichoderma spp. no biocontrole de R. solani,
outro exemplo pode ser explorado com a aplicacdo de forma inoculativa em condicGes
controladas sobre o solo. Anees et al., (2010) estudando o potencial antagénico de espécies de
Trichoderma em condices controladas, aplicaram 15 mL de suspensdo de 4 x 10° conidios
mL? em 260g de solo no momento da semeadura das mudas de cenoura e trés isolados
suprimiram o fungo R. solani. No presente estudo, as plantulas de tomateiros responderam
positivamente a aplicacdo de 1 mL da suspensdo de Trichoderma sp. de 10® conidios mL™ a
cada 100 g de solo infestado com R. solani.

Outros resultados realizados in vitro através do plaqueamento de cultivo pareado
mostraram que as cinco repeticbes dos isolados 1.611, 2.121, 1.439-B, 2.130 e 1.599
apresentaram 100% de crescimento sobre o patdgeno e esporulagdo sobre toda a superficie da

placa Petri, apresentando uma excelente acdo antagdnica em teste de confrontacéo direta em

26



que todos obtiveram nota 1 de acordo com a escala de Bell et al., (1982), atuando como fortes
competidores, pois foram capazes de esporular entre 3-4 dias sobre toda a superficie do meio
e inibiram o crescimento micelial do fitopatogeno 2.329. Assim, acredita-se que a competicdo
pode ser um dos mecanismos pelos quais estes isolados agem. Muitos estudos classicos da
literatura adotam a atividade antag6nica de isolados deste género atribuido ao efeito sinérgico
de vérios mecanismos, como competi¢cdo por nutrientes, producdo de enzimas que degradam a
parede celular e antibiose (Brunner et al., 2005; Lu et al.,2004). Nesse caso, 0 mecanismo de
competicdo, por exemplo, estd de acordo com os dados de Longa (2002) ao estudar o
confronto direto de 13 isolados de Trichoderma spp., sobre R. solani em método de cultivo
pareado, observou-se que, as espécies antagbnicas recobriram completamente a colnia do
patégeno R. solani até o oitavo dia de incubacéo, atribuindo-lhes nota 1 de acordo com 0s
critérios de Bell et al. (1982).

Devido a esta caracteristica de crescimento rapido, resultados satisfatorios para
controlar ou inibir o crescimento micelial de outros fitopatdgenos j& foram relatados. Rini e
Suloccana (2007) em seus estudos in vitro testaram 26 isolados de Trichoderma e 11 foram
eficazes em suprimir R. solani. Segundo os mesmo autores, as diferentes espécies antagbnicas
(T. longibrachiatum, T. virens, T. pseudokoniingi, T. viride, T. harzianum) inibiram 59% do
crescimento micelial do fungo patogénico com apenas seis dias ap6s a inoculagéo.

J4, a descricdo morfoldgica dos cinco isolados de Trichoderma spp. da Tabela 4
mostraram a identificacdo dos fungos 1.611, 2.121, 1.439-B, 2.130 e 1.599 e suas respectivas
espécies T. pseudokoningi, T. virens, T. aureoviride, T. harzianum e T. aureoviride, através
das chaves taxondmicas de (Rifai, 1969 e Samuels, 1996). A identificacdo inicial foi realizada
visualmente atravées dos aspectos morfoldgicos das col6nias e outras caracteristicas como cor
e ornamentacdo dos esporos, forma dos clamidosporos, forma e dimensées das fidlides e dos
conidios. Foram feitas laminas dos isolados utilizados nos ensaios para certificar se trataram
de Trichoderma, uma vez que géneros afins, como Gliocladium e Clonostachys, podem
apresentar caracteristicas semelhantes a algumas espécies de Trichoderma. O género
Hypomyces (forma anamorfica Cladobotryum sp.), citado por Samuels et al. (2010), também
pode apresentar caracteristicas de colénia muito semelhantes.

A utilizacdo da técnica classica de culturas em ldamina mostrou-se adequada para 0s
cinco isolados de Trichoderma spp. analisados. As espécies foram de facil cultivo e rapida
identificacdo morfoldgica em nivel macro e microscopico apresentando colénias de
crescimento rapido a muito rapido, culturas com conidios em sua maioria com coloracéo

verde, variando de globosos, subglobosos e elipséides, outros oblongos. Em outros estudos,
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Howell, (2003) constatou abundante producdo de conidios, cuja colora¢do variaram entre 0s
tons de verde em espécies de Trichoderma spp. Em outros exemplos Santos (2010) estudando
varios isolados de Trichoderma através da chave taxondmica de Samuels et al., (2010),
encontraram culturas com conidios verde-claros, lisos, variando de subglobosos a elipsoidais
outras subglobosos a globosos e elipsoidais com fiadlides ampuliformes de 6,7 = 0,2 um e
7,5+ 0,1 pm.

Outro teste realizado in vitro discorre sobre o efeito da incorporacgéo de sais de célcio e
adicdo de diferentes volumes de agua em gréos de arroz para obtencdo da esporulacdo do T.
aureoviride cultivado em ambiente aberto e fechado. Os resultados dos diferentes volumes de
agua mostraram que 60 mL € uma quantidade inadequada para a producdo de conidios
enquanto que 140 mL é superior as expectativas do antagonista. Ja em ambientes abertos, o
fungo cultivado obteve um resultado distinto do encontrado para o fungo cultivado em
ambiente fechado. A baixa producdo de conidios pode ter sido pela perda de umidade através
das embalagens de sacos abertos o quais permitiram aeragdo. Enquanto que na auséncia de
aeracdo este teste indicou que o isolado 1.599 apresentou mais eficiéncia, principalmente
guando se adicionaram 3% de carbonato de calcio e 100 mL de &gua, estimulou
significativamente a producdo de conidios, os quais atingiram o teor 6timo. E bom salientar
que a inclusdo de sais de célcio neste estudo assegurou uma maior esporulacdo do T.
aureoviride (Tabela 5).

Além disso, outra pesquisa feita por Hanada et al., (2009) confirmou o aumento da
producdo de conidios com a espécie Trichoderma martiale, o qual resultou em efeito positivo
e significativo da adicdo de CaCOj3 incorporado em gréos de arroz.

Outros estudos com substratos sélidos demonstraram que sais de célcio melhoram a
esporulacdo e producdo de certas enzimas (Chiu et al., 1998; Saxena et al., 2001; Wuyep et
al. 2003), provavelmente devido aos efeitos sobre a nutricdo mineral e pH (Horst et al., 2005;
Krishna, 2005). As formulagdes de calcio também tendem a melhorar a vida de prateleira e
atividade do antagonista apos a aplicacdo (Spadaro e Gullino, 2004). Em consonancia com
estes resultados, Shahin e Shepard (1979) relataram que a adi¢do de carbonato de célcio ao
meio de cultura pode favorecer a esporulacdo, mas ndo esta bem definido se o efeito ocorre
pelo aumento de pH ou pelo fornecimento de calcio.

Este resultado sugere que a producdo de conidios pode variar em razdo da espécie de
fungo antagonico e do substrato solido empregado no cultivo. Isso pode ser conseqiiéncia das
diferengas genéticas entre as espécies, que determinam habilidades distintas na utilizacéo dos

recursos nutricionais presentes em diversos substratos. O arroz mostrou que houve producao e
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viabilidade de conidios do isolado antagdnico 1.599 (T. aureoviride), além de facil obtencéo e
baixo custo estudos complementares devem ser priorizados para obtencdo de substrato na

producao massal de Trichoderma spp.
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7. CONCLUSAO

Os isolados de Trichoderma spp. apresentaram antagénicos em potencial contra R.
solani na cultura do tomateiro em condic¢des de casa-de-vegetacdo. Associado a isso, estudos
mais detalhados destes isolados de Trichoderma, ainda sdo necessarios para fornecer uma

melhor compreensdo dos mecanismos de agéo.
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