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Um tempo para casa coisa

Para tudo ha um tempo, para cada coisa ha um momento debaixo dos céus:
tempo para nascer,

€ tempo para morrer,
tempo para plantar,

e tempo para arrancar

o que foi plantado;
tempo para matar,

e tempo para sarar;
tempo para demolir,

¢ tempo para construir;
tempo para chorar,

e tempo para rir;

tempo para gemer,

e tempo para dangar;
tempo para atirar pedras,
e tempo para ajunta-las;
tempo para dar abragos,
e tempo para apartar-se.
Tempo para procurar,

e tempo para perder;
tempo para guardar,

e tempo para jogar fora;
tempo para rasgar,

e tempo para costurar;
tempo para calar,

e tempo para falar;
tempo para amar,

e tempo para odiar;
tempo para a guerra,

¢ tempo para a paz.

Eclesiastes: 3, 1-8
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AVALIACAO DE TRICHODERMA E DE FOSFITO NO CONTROLE DA
MURCHA-DE-ESCLEROCIO EM FEIJOEIRO CAUSADA POR SCLEROTIUM
ROLFSII

KLENIA RODRIGUES PACHECO', LUIZ EDUARDO BASSAY BLUM?

1 Aluna do curso de Mestrado em Agronomia, Universidade de Brasilia, kleniarp@hotmail.com

2 Professor do Departamento de Fitopatologia da UnB, luizblum@unb.br

RESUMO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris) ¢ suscetivel a muitas doengas, entre elas, se encontra a
murcha-de-esclerdcio (podriddo do colo) causada por Sclerotium rolfsii. O controle do
S. rolfsii ocorre com o auxilio de praticas preventivas ¢ por controle biologico ou
quimico. O estudo teve como objetivo selecionar e testar isolados de Trichoderma
oriundos de solos do DF, avaliar e comparar os Trichoderma spp. selecionados e
fosfitos (Cu, Ca, Mg e K) aos fungicidas no controle da murcha-de-esclerocio. Nos
ensaios realizados foram utilizados dois isolados de S. rolfsii (UB 193 e UB 228). Dos
65 isolados de Trichoderma testados in vitro selecionaram-se os seguintes: 5, 11, 12, 15,
102, 103, 127, 136, 137, 1525, 1637, 1642, 1643, 1649, 1700 ¢ EST 5. Esses isolados de
Trichoderma, bem como os fosfitos [Fosfito: Cu (25% P,0s + 5% Cu); K1 (40% P,0s +
20% K,0); Mgl (30% P,0s + 4% Mg); Cal (30% P,Os + 7% Ca); Ca2 (10% P,Os +
6% Ca); K2 (40% P,05 + 20% K,0); K3 (20% P,0s + 20% K,0); K4 (30% P,0s +
20% K,0); K5 (27% P,0s + 27% K,0)] e fungicidas [Tebuconazol (250 g/L);
Tiofanato-Metilico (500 g/L); Procimidona (500 g/kg); Carbendazim (500 g/kg)] foram
avaliados quanto ao efeito sobre a germinacdo de esclerdcios do patdégeno em
laboratorio e sobre a doenga em casa de vegetagdo. Os isolados de Trichoderma 1649,
1525 e 1637 foram os mais eficientes na inibicdo da germinacgdo de escler6cios de S.
rolfsii em laboratorio. Além disso, os isolados 5, 12, 102, 103, 1525 e¢ 1649 foram
eficientes na melhoria do numero de plantas sadias de feijoeiro em casa de vegetagao.
Dos testes realizados com fosfitos, as formulacdes com Potassio (K2) e Calcio (Cal)
controlaram o patdgeno no teste em casa de vegetacdo. Dos agentes quimicos testados,
o produto que reduziu significativamente a doenca foi o Tebuconazol.

PALAVRAS-CHAVE: Controle Bioldgico, Phaseolus vulgaris, Antagonismo,

Fungicida.
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EVALUATION OF TRICHODERMA AND PHOSPHITE TO CONTROL THE
SCLEROTIAL WILT OF COMMON BEAN CAUSED BY SCLEROTIUM
ROLFSII

ABSTRACT

Phaseolus vulgaris (Common bean) is susceptible to several diseases, among them there
is the sclerotium wilt, also known as stem rot caused by Sclerotium rolfsii. The control
of the disease could be throughout preventive practices or by biological or chemical
control. This study was carried out to evaluate the effects of Trichoderma spp.,
phosphites (Cu, Ca, Mg, and K) and traditional fungicides to control sclerotium wilt of
common bean. The experiments were performed with two isolates of S. rolfsii (UB 193
and UB 228). Sixty-five Trichoderma isolates were tested in vitro for inhibition of S.
rolfsii, and the following ones were selected: 5, 11, 12, 15, 102, 103, 127, 136, 137,
1525, 1637, 1642, 1643, 1649, 1700 and EST 5. These selected Trichoderma,
phosphites [Phosphite: Cu (25% P,0s + 5% Cu); K1 (40% P,0s + 20% K,0); Mgl
(30% P,0s + 4% Mg); Cal (30% P,0s + 7% Ca); Ca2 (10% P,0s + 6% Ca); K2 (40%
P,0s5 + 20% K,0); K3 (20% P,0s + 20% K,0); K4 (30% P,0s + 20% K,0); K5 (27%
P,0s5 + 27% K,0)] and fungicides [Tebuconazole (250 g/L); Methyl Thiophanate (500
g/L); Procymidone (500 g/kg); Carbendazim ( 500 g/kg)] were tested for evaluation of
sclerotial germination under laboratory conditions, and to evaluate the effects on disease
of bean plants under greenhouse conditions. The Trichoderma isolates 1649, 1525 and
1637 were more efficient in reducing sclerotial germination. In addition, the isolates 5,
12, 102, 103, 1525 e 1649 significantly improved the number of non-diseased plants
under greenhouse conditions. Phosphites of K (K2) and Ca (Cal) inhibited sclerotial
germination in laboratory and reduced disease in plants grown in greenhouse.
Tebuconazole was the product that significantly reduced disease severity on bean under

greenhouse condition.

KEY-WORDS: Biological Control, Phaseolus vulgaris, Antagonism, Fungicide.



1. INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é uma planta anual, herbacea, pertencente a
familia Leguminosa, originaria da América Latina, onde sdo encontradas formas
selvagens em diferentes areas (Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensao Rural de
Santa Catarina-EPAGRI, 2006).

O maior consumidor deste produto é verificado nas Américas (41,7%), Asia
(34,2%), Africa (18,6%), Europa (3,8%) e Oceania (0,1%). Os paises em
desenvolvimento sdo responsaveis por 87,1% do consumo mundial e por 89,8% da
producdo (Food and Agricultural Organization-FAQO, 2008).

O cultivo de feijoeiro ¢ de grande importancia no contexto socioecondomico
nacional. Segundo Bonett et al., (2006) o feijdo ¢ um importante constituinte da dieta
alimentar dos brasileiros. O feijoeiro ¢ cultivado, praticamente em todo territdrio
nacional com um rendimento médio de 904 kg ha-1 (CONAB, 2010), apresentando o
Brasil como o maior produtor e consumidor de feijdo. A produtividade média ¢
considerada baixa, principalmente pelo fato do pequeno uso de sementes certificadas e
pelo manejo inadequado da cultura, no controle de doencas, pragas e colheita
mecanizada.

Parana, Minas Gerais e S3o Paulo se destacam na producao de feijao da 1%, safra.
Na 2% safra, os maiores produtores sdo Parand, Ceard e Minas Gerais e na 3% safra se
destacam Bahia, Minas Gerais e Goids (RAPASSI et al., 2009). De acordo com os
dados do IBGE (2009), a produgdo nacional de feijao em 2009, considerando as trés
safras do produto, alcangou 3.478.775 toneladas sendo a participagdo assim distribuida:
1.642.946 toneladas da 1? safra (47,2%), 1.430.040 toneladas da 2 safra (41,1%) e
405.789 toneladas da 3* safra (11,7%).

Segundo os dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2012)
para a safra 2011/2012 (1?* safra), a produgdo de feijao esta estimada em 1.371,3 mil
toneladas. A produtividade média do feijdo primeira safra devera ficar em 1.078 kg/ha.
As melhores médias obtidas sdo: Sdo Paulo 1.757, Parana 1.624, Santa Catarina 1.650,
Rio Grande do Sul e Minas gerais 1.215 kg ha™. O cultivo do feijdo irrigado com pivd
central tém-se alcancado produtividade de 3.000 kg ha™' nos Estados de Goids, Sdo

Paulo, Minas Gerais e Distrito Federal (CONAB, 2008).



Com o aumento da populagdo cresce a demanda por alimentos e para satisfazer
essa necessidade ndo basta apenas aumentar a area cultivada, mas principalmente a
produtividade e a qualidade dos alimentos. Considerando que as plantas cultivadas
representam a principal fonte nutricional do homem, tem-se reduzido a diversidade de
espécies de plantas dando lugar ao cultivo de uma s6 espécie produtora de alimentos.
Sendo assim, quanto maior for o cultivo de uma populacdo da mesma espécie e maiores
areas de plantio, maior ¢ o risco de ocorréncia de epidemias de doencas de plantas
(REIS et al., 2001). E os principais fatores responsaveis pela baixa produtividade em
nosso pais sdo a ocorréncia de doengas, pragas, deficiéncias nutricionais e problemas
climaticos (FAO, 2008).

O feijoeiro ¢ suscetivel a muitas pragas e doencas, dentre as doencas destacam-
se o mosaico dourado do feijoeiro, crestamento bacteriano, murcha de curtobacterium,
antracnose, mancha angular, ferrugem, oidio, mofo branco ¢ a murcha-de-esclerécio,
também chamada de podriddo do colo ¢ causada por Sclerotium rolfsii (BIANCHINI et
al., 1997).

Sclerotium rolfsii ¢ um importante patogeno habitante de solo, sendo
responsavel por podriddo de raizes e do colo, murcha e tombamento de plantulas.
Apresenta extensa gama de hospedeiros, cerca de 500 espécies botanicas, incluindo
dicotiledoneas e monocotiledoneas, distribuindo-se em todas as regides agricolas, com
predominancia nas zonas tropical e subtropical, onde predominam condi¢des de alta
umidade e temperatura elevada (AYCOCK, 1966; PUNJA & JENKINS, 1984; PUNIJA,
1985; PUNJA & RAHE, 1992).

O controle do S. rolfsii ocorre com o auxilio de praticas preventivas, como
rotagdo de culturas, aracdo profunda, sementes isenta do patégeno, dentre outras e
também por controle bioldgico e controle quimico (KIMATI et al., 2005). Os produtos
quimicos possuem diversos efeitos prejudiciais tanto ao meio ambiente quanto a saude
humana e animal, podendo ocorrer intoxicagdes, contaminacao do solo e da agua e a
presencga de residuos toxicos nos alimentos que serdo consumidos. (JESUS JUNIOR et
al., 2007).

Com esses efeitos prejudiciais do uso de controle quimico, uma das alternativas
para o controle de patdégenos ¢ a utilizacdo de agentes biologicos, causando menos
impacto ao meio ambiente que ¢ bastante afetado pelo uso de agrotdxicos, resultando
em nova perspectiva para o manejo de pragas e doengas na area agricola. Enquanto os

fungicidas apresentam um periodo residual pequeno e usualmente necessitam aplicagdes



repetidas durante o periodo de crescimento da lavoura, os agentes de controle biologico
sdo capazes de se estabelecer no ecossistema, reproduzir, colonizar rizosfera,
espermosfera, filosfera e rizoplano. Além disso, as estratégias de controle bioldgico sao
altamente compativeis com as praticas de agriculturas sustentaveis necessarias para a
conservagdo dos recursos naturais para a agricultura (SIVAN & CHET, 1992).

Com esse trabalho, o principal objetivo foi encontrar uma forma de controle
alternativo ao patogeno S. rolfsii, que visa buscar alimentos sem residuos, com uma

agricultura limpa e sustentavel.

2. OBJETIVO

Isolar, selecionar e manter isolados de Trichoderma oriundos de solos do DF,
avaliar e comparar os Trichoderma spp. selecionados e o fosfito aos fungicidas no

controle da murcha-de-esclerécio causada por S. rolfsii.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. CULTURA DO FEIJOEIRO (Phaseolus vulgaris L.)

O género Phaseolus possui cerca de 60 espécies, das quais cinco sdo as mais
cultivadas: P. vulgaris L., P. coccineus L., P. acutifolius, P. lunatus L. e P. polyanthus,
contribuindo com 95% da producdo mundial de feijao (YOKOYAMA, 2002; BOREM,
2005). Uma das leguminosas intensamente estudadas na América Latina tem sido o
feijoeiro comum (P. vulgaris L.), por ser uma das principais fontes de proteina e por
fazer parte dos habitos alimentares da populagdo, sendo sua importincia alimenticia,
entre outros fatores, devido ao menor custo de producdo em relacdo a proteina animal
(QUINTANA et al., 2002).

O feijoeiro-comum ¢ pertencente a familia Fabaceae ou Leguminosae, ordem
Rosales ¢ género Phaseolus. Admitem-se dois locais de domesticagdo a essa cultura
sendo um andino e um mesoamericano (GONCALVES, 2008). Seu ciclo pode varia de
61 a 110 dias, o que facilita o uso da cultura em sistemas agricolas intensivos irrigados,
altamente tecnificados, até aqueles com baixo nivel tecnologico, principalmente
subsisténcia (AIDAR, 2007). No Brasil, o feijao ¢ cultivado ao longo do ano, na maioria

dos estados, em trés safras (das aguas, da seca e de inverno). As trés safras



proporcionam ao Brasil, uma contribuicdo de 17,27% da produg¢do mundial (FAO,
2008).

A cultura do feijoeiro juntamente com o arroz tem importancia nao so
econdmica, mas também social e cultural estando este grao presente na mesa da maioria
dos brasileiros independentemente de sua classe social, sendo um dos grdos mais
importante na agricultura brasileira (VIEIRA et al., 2006).

A Organizacao das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO),
aponta que a produ¢cdo mundial de feijdo tem se concentrado em paises, que sao 0s
maiores produtores como sdo também os maiores consumidores. Os principais
produtores mundiais de feijao sdo o Brasil, a India, a China, o Myanmar, o México e 0s
Estados Unidos (FAO, 2008). Além da importancia do feijdo na alimentagdo da
populagdo brasileira e mundial, a cadeia de produgdo, beneficiamento e
comercializa¢do, geram ocupagdo e renda, principalmente a classe menos privilegiada

(FACHINI et al., 2006).

3.2. SCLEROTIUM ROLFSII

O patdgeno pertence ao reino fungi, Filo Basidiomycota, classe Agaricomycetes,
subclasse Agaricomycetidae, ordem Atheliales e a familia Atheliaceae (Index
fungorum, 2010; NCBI, 2010). O fungo predomina em regides de clima tropical e
subtropical do mundo, onde as condi¢des de temperaturas e umidades do ar elevadas
favorecem o desenvolvimento e a sobrevivéncia do patdégeno (MARTINS, 2003).

Sclerotium rolfsii foi descrito pela primeira vez em 1892 por Rolfs em tomateiro
na Flérida (AYCOCK, 1966). Este fungo ¢ polifago e caracteriza-se pela produgdo de
micélio vigoroso e grampos de conexao nas hifas. O fungo produz esclerddios globosos,
pequenos, de 0,5-1,5 mm de didmetro (BIANCHINI et al., 1997). Os esclerdcios sdao
formados por uma massa compactada e melanizada de micélio (BLUM et al., 2002), que
internamente € rico em glicogénio, lipidios e trealose (DEACON, 1997).

A sobrevivéncia do fungo ocorre através do micélio em matéria orgéanica e
também por esclerddios presentes no solo. A faixa de temperatura para a germinagdo do
esclerodio esta entre 10-35 °C, mas com o aumento da profundidade do solo, ocorre
uma diminui¢do na germinagdo e para o pH ideal esta entre 2,6 e 4,4, mas pode ocorrer

entre 2,6 ¢ 7,7. A germinacdao dos esclerodios ¢ induzida também pela presenga de



compostos volateis, que emanam de restos de cultura no solo, uma vez que o fungo
necessita crescer saprofiticamente sobre substrato organico antes de atuar como
patogeno. Agua de irrigagio, implementos agricolas, esterco e sementes podem
disseminar o fungo. S. rolfsii penetrando diretamente no hospedeiro ou por ferimentos,
geralmente proximo a superficie do solo (BIANCHINI et al., 1997).

A forma sexuada de S. rolfsii ou teleomorfo é Athelia rolfsii (Curzi) Tu &
Kimbrough (PUNJA, 1993). Em sua forma sexuada, sdo produzidos basiodiésporos que
podem também dar inicio a uma infec¢ao primaria (PUNJA & RAHE, 1992).

Sclerotium rolfsii tem como gama de hospedeiros mais de 500 espécies de
plantas cultivadas no mundo (ALMEIDA et al., 2001), onde s3o hospedeiras tanto
monocotiledoneas quanto dicotiledoneas, sendo a grande maioria espécies
dicotiledoneas (ADANDONON, 2004). Dentre estes hospedeiros, estdo incluidos
milho, feijdo, batata doce, tomate, melancia, banana, beterraba, repolho, cenoura, café,
algodao, alho, alface, manga e abacaxi (FERREIRA & BOLEY, 1992). E essa ampla
gama de hospedeiros do fungo se deve, principalmente, ao seu rapido crescimento a
producdo de acido oxalico e de enzimas degradadoras de parede celular (ALMEIDA et
al., 2001). O acido oxalico produzido durante o processo de parasitismo se combina
com o calcio, presente no tecido da planta afetada, e propicia a agdo de enzimas
pectoliticas que degradam os tecidos (DEACON, 1997).

O fungo causa podridao em raizes, colo de plantas jovens e em sementes, danos
em plantulas, folhas e frutos. O diagnostico da doenga ¢ feito pelos sintomas na planta
hospedeira que apresentam lesdes marrons e aquosas no colo, e pelos sinais, que ¢
através do fungo observando um crescimento micelial branco com a formagdo de

esclerdcios (AYCOCK, 1966).

3.3. MURCHA-DE-ESCLEROCIO

Com a infecgdo de S. rolfsii na planta, ocorre uma importante doenga conhecida
como a murcha-de-esclerocio, ocasionando serias perdas de produgdo nas plantas
infectadas, provocando a redu¢do do numero de plantas durante o ciclo da cultura
(CHAVES & COSTA, 1999; EMBRAPA RONDONIA, 2005).

A murcha-de-esclerocio surge geralmente em pequenas reboleiras ou em plantas

isoladas (LOPES & AVILA, 2005) e ocorre tanto em mudas como em plantas adultas.



No entanto as mudas sdo mais suscetiveis ao patdogeno e morrem logo apos a infec¢ao
(FERREIRA & BOLEY, 1992).

Na cultura do feijoeiro os sintomas da murcha-de-esclerocio, iniciam-se com
lesdes marrons e aquosas sobre o colo. Com o avanco desses sintomas produzem o
escurecimento e podriddo do caule, resultando em destruicdo do cortex e da raiz
principal. Plantas severamente infectadas apresentam o colo estrangulado, provocando a
murcha da parte aérea, seca, queda de folhas e morte da planta. Em condi¢des de alta
umidade aparecem um crescimento micelial branco sobre o colo da planta com o
aparecimento de esclerodios. Plantas em emergéncias também podem ser afetadas
causando tombamento ¢ reducdo do estande (BIANCHIMI et al., 1997; FANCELLI &
DOURADO-NETO, 1998).

3.4. CONTROLE BIOLOGICO

O controle bioldgico tem sido apontado como um método para minimizar o uso
de agrotdxicos e promover a protecdo das culturas, baseando-se em procedimentos
ambientalmente corretos que podem fazer parte de um sistema de controle integrado de
doengas (GRIGOLETTI JUNIOR et al., 2000; SLININGER et al., 2003).

Controle bioldgico de patogenos entende-se como a reducao da quantidade e da
viabilidade do inoculo de um organismo patogénico ou da atividade determinante da
doenga provocada por um patégeno, induzida por um ou mais organismos antagonistas
ou estimuladores de resisténcia nas plantas (BLUM, 2002). Antagonistas podem ser
introduzidos em outro ambiente diferente daquele onde foi isolado, estabelecer e
parasitar o patdgeno. O controle, no entanto, dependera da natureza das propriedades
antagonistas e dos mecanismos de agdo (MELO & AZEVEDO, 1998).

Os principios dos mecanismos de controle bioldgico baseiam-se em relagdes
antagénicas como: competicdo, predacdo, amensalismo, parasitismo, resisténcia
induzida ou pela producdo de metabolitos que inibem o desenvolvimento do outro. O
parasitismo parece ser o mecanismo mais eficiente de antagonismo no controle
bioldgico, pois os hiperparasitas dependem dos seus hospedeiros para sobrevivéncia e
estao sujeitos as mesmas variacdes ambientais (GRIGOLETTI, 2000).

O controle bioldgico de patogenos de plantas possui uma série de vantagens em

relagdo aos pesticidas convencionais. Enquanto os fungicidas apresentam somente um



efeito temporario e necessitam de aplica¢des repetidas durante o periodo de crescimento
da cultura, os agentes de controle bioldgico sdo capazes de se estabelecer, colonizar e de
se reproduzir no ecossistema (AVILA et al., 2005), além de construirem uma alternativa
para diminuir o potencial de indculo no solo sem trazer danos ao meio ambiente
(MELLO et al., 2007).

Por estas razdes, o controle biologico ¢ utilizado como uma estratégia viavel e
promissora para a reducdo de doencas em plantas, tanto usado individualmente como

em combinacao com outras medidas fitossanitarias (JACK et al., 1991).

3.5. TRICHODERMA

Segundo Ramirez et al., (1995), o género Trichoderma Person foi descrito em
1794, considerando quatro espécies de fungos. Em 1969, foi novamente classificado por
Rifai. De acordo com Melo (1991), as espécies de Trichoderma dentro de um mesmo
grupo ou seccdo apresentam caracteristicas sobrepostas, o que torna dificil a
classifica¢do de isolados. O género Trichoderma ¢ considerado anamorfo de Hypocrea
Fr. (CHAVERRI et al., 2000), sendo classificado como imperfeito, e conforme Vera et
al. (2007) pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem
Hypocreales e familia Hypocreaceae.

Fungos do género Trichoderma sao conhecidos ha mais de 200 anos, sendo estes
membros comuns da microflora do solo. Micologistas deram pouca atengdo para este
fungo durante um longo periodo, mas o mesmo vem ganhando significativa
importancia, principalmente na area do controle biologico e manejo integrado de
patogenos (TUROCZI et al., 1994). Trichoderma ¢, sem divida, o agente de controle
biologico de doengas de plantas mais estudado e utilizado no Brasil e em outros paises
da América Latina (BETTIOL et al., 2008).

Os fungos do género Trichoderma vém sendo utilizados com sucesso no
controle de varias doengas de plantas, dentre as quais as podriddoes de raiz e colo
causadas por S. rolfsii Sacc. (PAPAVIZAS, 1985). O antagonismo ocorre em resposta a
estimulos quimicos liberados pelo hospedeiro (CHET, 1992). Os mecanismos utilizados
por Trichoderma sdo: (a) produgdo de antibidticos (DENIS & WEBSTER, 1971); (b)
competi¢do, a interagdo entre dois ou mais organismos empenhados na mesma agao

(SCHIPPERS et al., 1987; WELLER, 1988); e (c) micoparasitismo, fendmeno em que



determinado microrganismo obtém nutrientes a partir das células vivas e funcionais do
hospedeiro com quem vive em intima associacdo. Ele pode fazer isso matando as
células daquele para depois se alimentar (parasita necrotréfico) ou absorvendo
nutrientes das células vivas (parasita biotrofico), tendo-se entdo as etapas de
quimiotropismo, reconhecimento do patdgeno, secre¢do de enzimas hidroliticas e,
finalmente, lise celular.

Muitos trabalhos relatam o envolvimento de micoparasitas na deterioracao de
fungos produtores de esclerddios, assim como daqueles patogenos habitantes de solo. A
acdo antagoOnica entre Trichoderma spp. e Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia
tuliparum e Sclerotinia minor foram relatados por Huang, 1980; Davet, 1979; Gladders
& Coley Smith, 1980 — citados por Elad et al., 1983. Elad et al., (1983) observou a
destruigdo da parede celular dos patdogenos de solo S. rolfsii e R. solani, por meio da
excre¢dao das enzimas [-1,3-glucanase e quitinase pelo T. harzianum, quando este
entrava em contato direto com os patogenos. Segundo Howell (2003), as quitinases e -
1,3-glucanases produzidas por algumas espécies de Trichoderma, sdo as enzimas chave
no processo de lise das paredes celulares durante a acdo micoparasitica contra fungos
patogénicos. Fungos micoparasitas tém mostrado potencial para o controle de doencas
de plantas causado por S. rolfsii (MAOA et al., 2000, citado por EL-KATATNY et al.,
2001).

O processo de selecdo de organismos com potencial de controle bioldgico
envolve ndo sé bioensaios em laboratorio, mas também em casa de vegetacdo e, em
maior escala no campo. Conduzindo experimento em casa de vegetacao com isolados de
Trichoderma spp., Patricio et al., (2001) conseguiu reduzir o tombamento de plantulas
de pepino (Cucumis sativus L.) e rabanete (Raphanus sativus L.), causados
respectivamente por Pythium aphanidermatum e R. solani. Porém, nesse mesmo
trabalho, o tratamento quimico, usando metalaxyl + mancozeb, foi o mais eficiente para
ambos os patogenos. Noronha et al., (1996) citado por Patricio et al., (2001) verificaram
redu¢do do ataque de R. solani em plantulas de feijdo, por meio do uso de alguns
isolados de Trichoderma spp.

A interacdo direta de um fungo com outro, conhecida também por
micoparasitismo, pode ser afetada por fatores ambientais, como temperatura, pH,
umidade, tipo de solo, radiagdo solar e nutricdo. Dai nota-se a importincia do
isolamento de microrganismos com capacidade de biocontrole de um determinado

patogeno, num determinado ecossistema, ja que possivelmente essa potencialidade nao



seria exibida em outros habitats, com fatores ecologicos diversos (MELO &
AZEVEDOQO, 2000). Essa mesma interagdo entre o micoparasita e seu potencial
hospedeiro pode ser visualizada por meio de bioensaios em culturas pareadas, em meios
de cultura ou em solos esterelizados. Tais estudos permitem a selegdo de agentes de
controle biologico, com elevado potencial antagénico, para serem testados em maior
escala, ou seja, em condi¢des de campo (MARIANO, 1993).

Trichoderma pode se associar com raizes de plantas, por mecanismos similares
aqueles de fungos micorrizicos. Ao penetrar raizes, induz a producdo de substancias
antimicrobianas, as quais ele proprio apresenta tolerancia, resultando na inducdo de
resisténcia da planta (BENITEZ et al., 2004). De forma complementar, o fungo
simbionte produz enzimas, proteinas, oligossacarideos e outras substincias que
provocam mudancas metabdlicas na planta ¢ aumentam a sua resisténcia a bactérias,
fungos e virus (HARMAN et al., 2004).

Além de sua atuacdo como agentes de controle bioldgico, muitas linhagens de
Trichoderma sao naturalmente tolerantes a agrotoxicos pela capacidade de degrada-los,
0 que possibilita um manejo integrado com adogdo de produtos quimicos e bioldgicos
simultaneamente. Nessa estratégia, doses do pesticida reduzidas a niveis sub-letais
enfraquecem as estruturas do patdgeno, tornando-o mais susceptivel a acdo do
antagonista e, apos ter desempenhado sua funcdo, ¢ biodegradado pelo agente de
controle biologico (MELO et al., 2001). Esta ¢ uma habilidade interessante de certos
fungos do género Trichoderma, pois além de se possibilitarem a redugdo no uso de
agrotoxicos, podem degradar xenobidticos, atuando dessa forma, na biorremediagdo de

solos poluidos (ESPOSITO & SILVA, 1998).



3.6. FOSFITO

O fosfito ¢ um composto derivado de acido fosforoso (H,PO3) e ¢ considerado
um fertilizante. O ion fosfito tem aproximadamente 7% a mais de fosforo por molécula
do que o fosfato (BLUM & DIANESE, 2010). Os fosfitos apresenta alta solubilidade
em agua ¢ em solventes organicos sendo absorvidos mais rapidamente por raizes e
folhas do que os fosfatos (BLUM et al., 2006; BLUM, 2008; NEVES, 2006; RIBEIRO
JUNIOR, 2006).

Os estudos sobre a utilizagdo de fosfitos para o controle de doengas causadas por
patogenos nao pertencentes ao Filo Oomycota sdo recentes, como, por exemplo, o
trabalho de Brackmann et al., (2004) em frutos de maga (Malus domestica Borkh.) para
o controle de Penicillium Link e de Ribeiro Janior et al., (2006) para o controle de
Verticillium dahliae Kleb. em cacaueiro.

Os fosfitos sdo origindrios da neutraliza¢do do 4cido fosforoso (H,PO3) por uma
base que pode ser de hidroxido de sodio, de potassio, de amonio, entre outros, sendo
mais utilizado o hidréxido de potassio, formando o fosfito de potdssio, que possuem
excelentes qualidades sanitérias, com atividades fungicidas, atuando diretamente sobre
os fungos ou ativando o mecanismo de defesa das plantas (REUVENI, 1997). Estes
compostos podem atuar diretamente, inibindo o crescimento micelial e esporulagdo do
patogeno (FENN & COFFEY, 1989) e indiretamente, ativando mecanismo de defesa da
planta (fitoalexinas) (JACKSON et al., 2000). Além de favorecer a prevengdo e a cura
das enfermidades produzidas por fungos, associa-se o uso de fosfito a melhoria do
estado nutricional das plantas, sobretudo nos estagios de maior atividade metabdlica,
quando a aplicacdo do produto representaria um fornecimento suplementar de
nutrientes, favorecendo o equilibrio nutricional das plantas e o amadurecimento e
qualidade dos frutos (NOJOSA et al., 2005).

Os fosfitos apresentam rapida absorcdo pelas raizes, folhas e cortex do tronco,
com menor exigéncia de energia da planta, sdo ainda bons complexantes, favorecendo a
absor¢ao de K, Ca, B, Zn, Mo, Mn entre outros nutrientes. As misturas permitidas com
outros produtos e algumas formulagdes de fosfitos podem reduzir o pH da solucdo,
melhorando a eficiéncia de alguns herbicidas (VITTI et al., 2005).

O uso de formulagdes a base de fosfitos de potassio tem sido alvo de constantes
estudos em varias instituicdes de pesquisa no Brasil, em culturas como uva, nectarina,

manga, rosas, pepino, citros, café, hortalicas, algodao, trigo e soja (IRVING & KUC,



1990, MUCHARROMAH & KUC, 1991; REUVENI et al., 1996). Seu efeito no
controle de doencas tem sido observado contra espécies de Oomycetes, como
Phytophthora em pimentdo e Plasmopara viticola em videira (FOSTER et al., 1998;
GALVAO et al., 2006). Varios trabalhos vém comprovando a eficiéncia dos fosfitos no

controle do mildio da videira (DALBO & SCHUCK, 2003; SONEGO et al., 2003;
GALVAO et al., 2006).



4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Micologia do
Departamento de Fitopatologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e casa de vegetagao

da Estacdo Experimental de Bioldgia da Universidade de Brasilia — Brasilia/DF.

4.1. OBTENCAO DOS ISOLADOS DE SCLEROTIUM ROLFSI|I

Os isolados de S. rolfsii foram obtidos a partir da cole¢do micologica da
Universidade de Brasilia. Nos experimentos foram utilizados dois diferentes isolados
para posterior comparacao sendo eles nomeados UB 193 ¢ UB 228.

Esses isolados foram cultivados em placas com meio de cultura sélido de batata-
dextrose-agar (BDA) e incubado (25 °C), para estimular a producdo de esclerdcios de
acordo com Punja (1985). Apos a producdo de esclerdcios, estes eram retirados com
auxilios de pincel e transferidos para outra placa de Petri, sem meio de cultura para

inoculagdes posteriores.

4.2. OBTENCAO DOS ISOLADOS DE TRICHODERMA SPP.

Os isolados de Trichoderma utilizados nos experimentos pertencem a colegdo
micoldgica da Universidade de Brasilia e outros a partir de amostras de solos coletadas
em areas com cultivo de soja, sorgo, milheto, eucalipto, alho, cebola, pomar, café,
grama, pinus, na estacdo experimental de biologia da Universidade de Brasilia, reserva
natural da Universidade Federal de Goids e nas areas de bioma Cerrado no Distrito
Federal (Tabela 1).

Para obter os isolados das amostras de solos, foi utilizado o método de diluigao
em série de particulas de solo. Foram adicionados 10g de cada amostra em erlenmeyer
contendo 90 mL de 4gua destilada e esterilizada. A segunda dilui¢ao transferiu-se 1 mL
da primeira dilui¢ao para um recipiente com 9 mL de dgua destilada e esterilizada sendo
a diluicdo 102 e no mesmo método realizou a dilui¢ao 107. Apds a diluigdo, pipetou-se
0,1 mL das suspensdes 102 e 107, foi distribuido e espalhado em placas de Petri de 9

cm de didmetro contendo o meio BDA com adi¢do de antibidtico. As placas foram



mantidas em camera incubadora a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, durante 5 dias. Apos
esse periodo as colonias caracteristicas do género foram purificadas e transferidas para o
meio de cultura solido BDA e armazenadas para posteriormente serem utilizadas nos

tratamentos.

4.3. AVALIACAO IN VITRO DO ANTAGONISMO DO FUNGO SCLEROTIUM.
ROLFSII POR ISOLADOS DE TRICHODERMA SPP. EM CULTURA
PAREADA

O antagonismo dos isolados de Trichoderma spp. contra S. rolfsii foram
avaliados em teste de pareamentos. Sendo a avaliagdo de antagonismo in vitro um dos
pré-requisitos no programa de selecdo de organismos utilizados para o controle
bioldgico de patdgenos. Utilizou-se o método de pareamento de culturas em placas de
Petri, de acordo com Dennis & Webster (1971). Primeiramente realizou a repicagem
dos isolados de Trichoderma e S. rolfsii em placas com meio de cultura s6lido de BDA,
e foram acondicionados em incubadoras a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas, durante 7
dias. Apds esse periodo na periferia de placas de Petri contendo BDA foram inoculados
discos de 5 mm de didmetro com micélio de todos os isolados do patdgeno e do
antagonista e incubados nas mesmas condi¢des da repicagem. A disposicao dos discos
em cada placa foi realizada colocando-se simultaneamente em extremidades opostas da
placa.

Como testemunhas, utilizou placas de Petri com cultura de BDA contendo
apenas os isolados de S. rolfsii. As avaliagdes foram realizadas ao sétimo dia de
incubacgdo, utilizando escala de notas segundo a metodologia de Bell et al., (1982). As
escalas de notas sdo atribuidas notas de 1 a 5 de acordo com o grau de antagonismo:
nota 1, crescimento de Trichoderma sobre o patdégeno, ocupando toda a superficie do
meio; nota 2 - crescimento de Trichoderma, ocupando mais de 2/3 da superficie do
meio; nota 3 - crescimento de Trichoderma, ocupando aproximadamente metade da
superficie do meio; nota 4 - crescimento de Trichoderma, ocupando 1/3 da superficie do
meio e nota 5 - auséncia de crescimento de Trichoderma, patogeno ocupando toda a
superficie do meio (Figura 1 a e b).

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com quatro repetigdes.

Os dados foram submetidos 4 andlise de varidncia e as médias geradas foram



submetidas para comparagado ao teste de Scott-Knott (P < 0,05%) utilizando o programa
Assistat 7.6 beta (2011).

Com os isolados de Trichoderma que apresentaram melhor antagonismo em
relacdo ao patdgeno realizaram-se também testes em recipientes de plastico

transparente.

F

®
Figura 1. (a) Crescimento do Trichoderma sobre o patdégeno, ocupando toda a placa. (b)

Crescimento do Trichoderma, ocupando aproximadamente metade da superficie do

meio.



44. AVALIACAO DE TRICHODERMA, FOSFITO E FUNGICIDAS
TRADICIONAIS PARA O CONTROLE DE SCLEROTIUM ROLFSII EM
RECIPEINTES DE PLASTICO TRANSPARENTE

Foram realizados trés diferentes experimentos em recipientes de pléstico
transparente (Tipo-Gerbox®; 11,5 x 11,5 x 3,5 cm) no controle de S. rolfsii. Esse
experimento foi realizado em teste padrdo, onde se avaliou a interagdo patdgeno-
antagonista, ndo realizando plantios.

Utilizaram-se caixas recipientes de plastico transparente, onde primeiramente foi
realizada a assepsia dos recipientes com alcool 70%, em seguida adicionou-se 200 g de
solo peneirado e autoclavado, acrescido de 70 mL de 4gua destilada e esterilizada. Em
cada recipientes de plastico transparente, colocou-se 25 esclerocios de S. rolfsii
organizados em cinco fileiras de cinco, utilizando pinga de relojoeiro flambada (Figura
2).

Figura 2. Organizagao dos 25 esclerdcios sobre a superficie do solo.



4.4.1. Avaliacio de Trichoderma spp. sobre a germinacgio de esclerécios de
Sclerotium rolfsii testados em recipientes de plastico transparente

Nesse experimento foram utilizados 15 isolados de Trichoderma que
apresentaram melhores resultados no teste de pareamento. Esses isolados foram
repicados em meio BDA e armazenados em incubadora a 25 °C com fotoperiodo de 12
horas.

Apods 7 dias de incubagado, os esporos de casa isolado de Trichoderma foram
extraidos do substrato com adi¢do de 10 mL de dgua destilada e esterilizada na placa de
Petri, a suspensdo conidial foi filtrada em camada dupla de gaze e a concentracdo de
conidios na suspensdo foi padronizada 4 10 conidios/mL, com base em leitura sob lente
de 40x, através da contagem de conidios com auxilio de cAmera de Neubauer.

O tratamento foi aplicado sobre cada um dos esclerdcios na dosagem de 20 ul da
suspensdo de 10’ conidios/mL. A suspensdo preparada foi agitada frequentemente
quando aplicada para evitar acimulo de material ao fundo. Os recipientes de plastico
transparente apenas com estruturas de resisténcia dos isolados de S. rolfsii foram
utilizados como testemunha.

Em seguida os recipientes de plastico transparente foram incubados em
incubadora a 25 °C com fotoperiodo de 12 h. As avaliagdes foram realizadas, aos sétimo
e decimo-quarto dia, anotando o nlimero de esclerocios germinados.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizados, com quatro repetigoes.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias geradas foram
submetidas para comparagdo pelo teste de Tukey (P < 0,05%) utilizando o programa

“ASSISTAT Versao” 7.6 beta (2011).

4.4.2. Avaliagio de fosfitos sobre a germinacio de esclerocios de Sclerotium rolfsii
testados em recipientes de plastico transparente

No experimento em recipientes de plastico transparente com fosfito, utilizaram-
se 11 diferentes doses recomendadas pelos fabricantes para utilizacdo destes produtos
[Fosfito Cu (25% P,0Os + 5% Cu; Fitofos Cu) - 2,5 mL/L; Fosfito Zn (40% P,0s + 10%
Zn; Phytogard Zn) - 2,5 mL/L; Fosfito K1 (40% P,0s + 20% K,O; Phytogard K) 2,50
mL/L; Fosfito Mgl (30% P,0s + 4% Mg; Phytogard Mg) 3,0 mL/L; Fosfito Cal (30%
P,0s5 + 7% Ca; Phytogard Ca) - 3,0 mL/L; Fosfito Ca2 (10% P,0s + 6% Ca; Fitofos Ca)



- 4,0 mL/L; Fosfito K2 (40% P,0s + 20% K,O; Fitofés K Plus) 1,50 mL/L; Fosfito Mg2
(40% P,0s + 6% Mg; Fitofos Mg) - 1,5 mL/L, Fosfito K3 (20% P,0s + 20% K,O;
Nutex Premium 00-20- 20) 1,75 mL/L; Fosfito K4 (30% P,0s + 20% K,0O; Nutex
Preminum 00-30-20) 1,75 mL/L] e Fosfito K5 (27% P,0s + 27% K,0O; Hortifés PK)
3,00 mL/L)].

Os tratamentos foram aplicados sobre cada um dos esclerocios na dose de 20 pl
na concentragdao recomendada para cada fosfito. Os recipientes de plastico transparente
apenas com estruturas de resisténcia dos isolados de S. rolfsii foram utilizados como
testemunhas. Em seguida os recipientes de plastico transparente foram incubados em
incubador a 25 °C com fotoperiodo de 12 h. As avaliagdes foram realizadas, aos sétimo
e decimo-quarto dia, anotando o niimero de esclerocios germinados.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizados, com quatro repetigoes
de 25 esclerocios. Os dados foram submetidos a4 andlise de varidncia e as médias
geradas foram submetidas para comparacao pelo teste de Tukey (P < 0,05%) utilizando

o programa “ASSISTAT Versao” 7.6 beta (2011).

4.4.3. Avaliacao de Quimicos e Trichoderma comercial sobre a germinacio de
esclerdcios de Sclerotium rolfsii testados em recipientes de plastico transparente

Neste experimento utilizaram-se tratamentos quimicos tradicionais e
Trichoderma comercial. As doses dos produtos utilizados foram de acordo com a
recomendacao dos fabricantes descritos nos rétulos comercias.

Os produtos quimicos utilizados foram: Tebuconazol (250 g/L; Folicur) — 1L/ha;
Tiofanato-Metilico (500 g/L; Support) — 1L/ha; Procimidona (500 g/kg; Sumilex 500
WP) — 2 kg/ha; Carbendazim ( 500 g/Kg; Derosal 500 WP) — 1 L/ha. E os Trichoderma
comercial foram: Trichoderma WG (T. asperellum 1x10" ufc/g; Quality WG) —
100g/ha; Trichoderma PM (T. harzianum 1,5x10'° ufc/g; Trichodermax PM) — 100
g/ha; Trichoderma SP (T. harzianum 4x10'’ ufc/g; Trichodermil SP organic) — 40 g/ha.

Os tratamentos foram aplicados sobre cada um dos esclerdcios na dose de 20 pl
na concentracao recomendada para cada produto. Os recipientes de plastico transparente
apenas com estruturas de resisténcia dos isolados de S. rolfsii foram utilizados como
testemunhas. Em seguida os recipientes de plastico transparente foram incubados em
incubador a 25°C com fotoperiodo de 12 h. As avalia¢des foram realizadas, aos sétimo e

decimo-quarto dia, anotando o nimero de esclerdcios germinados.



O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizados, com quatro repeti¢des
de 25 esclerocios. Os dados foram submetidos a4 andlise de varidncia e as médias
geradas foram submetidas para comparacao ao teste de Tukey (P < 0,05%) utilizando o

programa “ASSISTAT Versao” 7.6 beta (2011).

4.5. ENSAIOS EM CASA DE VEGETACAO

Os ensaios em casa de vegetagao foram conduzidos na Estagao Biologica da
Universidade de Brasilia, com a cultura do feijoeiro (cultivar Pérola), em vasos plasticos
com capacidade de 3 kg, contendo solo autoclavado (121°C/1 hora), cuja fertilidade foi
previamente corrigida de acordo com a recomendagao para a cultura do feijoeiro (Figura

3).

4.5.1. Avaliacao de Trichoderma em casa de vegetacao

No experimento em casa de vegetacdo, foram utilizados os 15 isolados de
Trichoderma testados no experimento em recipientes de plastico transparente. Os
propagulos do patdgeno e do antagonista foram cultivados em erlenmeyer com graos de
arroz que foram submersos em dgua destilada por duas horas e em seguida autoclavados
a 120 °C durante 20 minutos (SERRA & SILVA, 2005). Apoés a autoclavagem
adicionaram-se discos de micélio de 0,5 cm de colonias com Trichoderma em BDA e
dos isolados de S. rolfsii com sete dias de idade. Os frascos foram mantidos em
incubadora a 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias. Apos este periodo,
0s graos ja se encontravam colonizados em sua totalidade.

As inoculagdes do solo com o Trichoderma e o patogeno foram feitas
simultaneamente, utilizando 10 g de arroz colonizado por kg de solo e a semeadura em
seguida, utilizando 8 sementes de feijdo por vaso. A testemunha ndo foi inoculada,
realizando apenas o plantio das sementes. E para melhor comparagao, aplicou-se um
tratamento somente com a inoculagdo do S. rolfsii seguido da semeadura.

As avaliagoes foram realizadas a cada 7 dias, durante 42 dias. Avaliando a
porcentagem de plantas vivas. Ao final do experimento realizou a pesagem da matéria

seca da parte aérea e raiz.



O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizados, com cinco repeti¢des.
Os dados foram submetidos & andlise de varidncia e as médias geradas foram
submetidas para comparacdo pelo teste de Tukey (P < 0,05%) utilizando o programa

“ASSISTAT Versao” 7.6 beta (2011).

4.5.2. Avaliacio de Fosfitos em casa de vegetacio

No experimento em casa de vegetacao com fosfito, utilizaram-se 9 diferentes
doses recomendadas pelos fabricantes para utilizagdo destes produtos [Fosfito Cu (25%
P,0s5 + 5% Cu; Fitofos Cu) - 2,5 mL/L; Fosfito K1 (40% P,0Os + 20% K,O; Phytogard
K) 2,50 mL/L; Fosfito Mgl (30% P,Os + 4% Mg; Phytogard Mg) 3,0 mL/L; Fosfito
Cal (30% P,0s + 7% Ca; Phytogard Ca) - 3,0 mL/L; Fosfito Ca2 (10% P,0s+ 6% Ca;
Fitofés Ca) - 4,0 mL/L; Fosfito K2 (40% P,0s + 20% K,O; Fitof6és K Plus) 1,50 mL/L;
Fosfito K3 (20% P,0s + 20% K,0; Nutex Premium 00-20- 20) 1,75 mL/L; Fosfito K4
(30% P,0s5 +20% K,0; Nutex Preminum 00-30-20) 1,75 mL/L e Fosfito K5 (27% P,0s
+ 27% K,0; Hortifés PK) 3,00 mL/L)].

Foram semeadas 4 sementes de feijao por vaso, apos 20 dias de emergéncia das
plantas foi realizada a inoculagdo colocando 2 esclerdcios proximos ao colo em cada
planta de feijao com auxilio de uma pinga de relojoeiro. A aplica¢do dos tratamentos foi
realizada pipetando 20 pl da solugdo de fosfito, diluida de acordo com a recomendagao,
em cima de cada esclerdcio e como testemunha realizou-se apenas a inoculagdo do
patogeno com 2 esclerocios, sem aplicagao de nenhum produto.

As plantas foram avaliadas quanto a severidade a cada 7 dias, durante 5
semanas. Para a avaliagdo utilizou-se escala de notas: (0) Plantas livres da doenca; (1)
Crescimento micelial proximo ao colo; (2) Crescimento micelial préximo ao colo e
inicio de lesdo; (3) Lesdo no colo; (4) Lesdao e murcha; (5) Murcha severa; (6) Planta
morta. Ao final do experimento realizou-se a pesagem da matéria seca da parte aérea

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des.
Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias geradas foram
submetidas para comparacao pelo teste de Tukey (P < 0,05%) utilizando o programa

“ASSISTAT Versao” 7.6 beta (2011).



4.5.3. Avaliaciao de Quimicos e Trichoderma comercial em casa de vegetacio

Os produtos quimicos utilizados foram: Tebuconazol (250 g/L; Folicur) — 1L/ha;
Tiofanato-Metilico (500 g/L; Support) — 1 L/ha; Procimidona (500 g/kg; Sumilex 500
WP) — 2 kg/ha; Carbendazim ( 500 g/kg; Derosal 500 WP) — 1 L/ha. E os produtos a
base de Trichoderma foram: Trichoderma WG (T. asperellum 1x10" ufc/g; Quality
WG) — 100 g/ha; Trichoderma PM (T. harzianum 1,5x10'° ufc/g; Trichodermax PM) —
100 g/ha; Trichoderma SP (T. harzianum 4x10'® ufc/g; Trichodermil SP organic) — 40
g/ha. As doses dos produtos utilizados foram de acordo com a recomendagdo dos
fabricantes descritos nos rotulos comercias.

Foram semeadas 4 sementes de feijao por vaso, apos 20 dias de emergéncia das
plantas foi realizada a inoculagdo colocando 2 esclerdcios proximos ao colo em cada
planta de feijao com auxilio de uma pinga de relojoeiro. A aplicagdo dos tratamentos foi
realizada pipetando 20 pl da solugdo de fosfito, diluida de acordo com a recomendacao,
em cima de cada esclerdcio e como testemunha realizou-se apenas a inoculagdo do
patdgeno com 2 esclerdcios, sem aplicacdo de nenhum produto.

As plantas foram avaliadas quanto a severidade a cada 7 dias, durante 5
semanas. Para a avaliagdo utilizou-se escala de notas: (0) Plantas livres da doenca; (1)
Crescimento micelial proximo ao colo; (2) Crescimento micelial préximo ao colo e
inicio de lesdo; (3) Lesdo no colo; (4) Lesdo e murcha; (5) Murcha severa; (6) Planta
morta (Figura 4). Final do experimento realizou a pesagem da matéria seca da parte
aérea.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des.
Os dados foram submetidos & andlise de varidncia e as médias geradas foram
submetidas para comparagdo pelo teste de Tukey (P < 0,05%) utilizando o programa

“ASSISTAT Versao” 7.6 beta (2011).



Tabela 1. Isolados (Is) de Trichoderma spp. testados e seus respectivos locais de coleta.

Is Local de coleta Is Local de coleta Is Local de coleta
Trichoderma sp. Trichoderma sp. T. viride
S Solo — DF — Soja 131 Solo — DF — Grama 1639 UB
Trichoderma sp. Trichoderma sp. T. pilluliferum
7 Solo — DF — Milheto 132 Solo — DF — Grama 1640 UB
Trichoderma sp. Trichoderma sp. T. harzianum
8 Solo — DF — Eucalipto 136 Solo — DF — Soja 1641 UB
Trichoderma sp. Trichoderma sp. Trichoderma sp.
? Solo — DF — Eucalipto 137 Solo — DF — Pinus 1642 UB
Trichoderma sp. Trichoderma sp. Trichoderma sp.
= Solo — DF — Cebola 245 UB 1643 UB
Trichoderma sp. Trichoderma sp. Trichoderma sp.
12 Solo — DF — Cebola 518 UB 1644 UB
Trichoderma sp. T. reesei. Trichoderma sp.
13 Solo — DF — Cebola 1168 UB 1645 UB
Trichoderma sp. Trichoderma sp. Trichoderma sp.
151 Solo-DF-Alho | 169 UB 1646 UB
23 Trichoderma sp. 1330 Trichoderma sp. 1647 Trichoderma sp.
Solo — DF — Pomar UnB UB
24 Trichoderma sp. 1523 Trichoderma sp. 1649 Trichoderma sp.
Solo — DF — Cerrado UB UB
55 | _ Trichoderma sp. 1525 Trichoderma sp. 1650 Trichoderma sp.
Solo — DF — Cerrado UB UB
102 Trichoderma sp- 1526 Trichoderma sp. 1700 Trichoderma sp.
Solo — DF — Soja UB UB
103 Trichoderma sp- 1528 Trichoderma sp. 1742 T. harzianum
Solo — DF — Soja UB UB
Trichoderma sp. Trichoderma sp. T. koningii
104 Solo — DF — Cerrado 1529 UB 1743 UB
109 | Trichoderma sp. 1574 T. viride 1744 | T-longibrachiatum
Solo — DF — Sorgo UB UB
112 Trichoderma sp. 1575 T. koningii E2 Trichoderma sp.
UB UB EEB-UnB
Trichoderma sp. T. pseudokoningii Trichoderma sp.
113 Solo — DF — Milheto 1576 UB ES EEB-UnB
116 |  Trichoderma sp. 1577 T. harzianum E6 Trichoderma sp.
Solo — DF — Soja UB EEB-UnB
18 Trichoderma sp. 1578 T. koningii E7 Trichoderma sp.
Solo — DF — Soja UB EEB-UnB
Trichoderma sp. Trichoderma sp. Trichoderma sp.
122 Solo — DF — Cerrado 1581 UB G Solo - Faz. S. G.
Trichoderma sp. T. longibrachiatum Trichoderma sp.
123 Solo — DF — Cerrado 1637 UB UFG Solo - R. N. UFG
Trichoderma sp. T. aureoviride
127\ golo - DF - Cafs | 1638 UB - ;

UB = Universidade de Brasilia; EEB-UnB = Esta¢do Experimental de Biologia da UnB; R. N. = Reserva

natural.



Figura 3. Visdo geral dos experimentos em casa de vegetagao.

Figura 4. Podridao no colo da planta de feijoeiro causado por Sclerotium rolfsii.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. TRICHODERMA

No experimento in vitro utilizando pareamento (Tabela 2), foram testados 65
isolados de Trichoderma spp. No pareamento com isolado de S. rolfsii UB 193
observou-se que 54 isolados de Trichoderma spp. testados apresentaram controle sobre
o crescimento do patdogeno. Com relagdo ao isolado de S. rolfsii UB 228, os niimeros de
Trichoderma spp. que apresentaram melhores controles foram 49 isolados, menor em
relagdo ao isolado UB 193. Esses isolados receberam notas menores ou iguais a 3, onde
o crescimento de Trichoderma ocupa aproximadamente metade da superficie do meio.

No teste de pareamento mostraram que 16 isolados de Trichoderma testados
apresentaram melhores niveis de antagonismo ao S rolfsii, os isolados foram: 5, 11, 12,
15, 102, 103, 127, 136, 137, 1525, 1637, 1642, 1643, 1649, 1700 e Est 5, tanto para o
isolado UB 193 quanto ao isolado UB 228. O isolado de Trichoderma sp. que
apresentou maior capacidade de inibicdo do crescimento micelial dos dois isolados S.
rolfsii foi o niimero 15, coletado em solo do Distrito Federal com cultivo de alho e os
isolados 5, 102, 137, 1642, 1649 e Estacdo 5, também apresentaram resultados de
redugdo, com a escala de nota menor do que 2, onde o crescimento de Trichoderma
ocupa mais de 2/3 da superficie do meio. Resultado semelhante foi observado no
trabalho realizado por Avila et al. (2005), para isolado CEN 219 (Itaforte) apresentou
nota 2 de acordo com a classificacdo de Bell et al. (1982), classificado como altamente
antagdnico, sendo um isolado usado comercialmente no controle biologico. Silveira et
al. (1994) relatou a capacidade variavel dos isolados de Trichoderma spp. de inibir o
crescimento micelial e a produgdo de esclerocio de S. rolfsii em feijdo e caupi.

O primeiro trabalho que relatou Trichoderma como agente de controle biologico
foi descrito por Weindling (1932). Desde entdo vem se relatando varios trabalhos com
uso de Trichoderma como agente de controle de diversos patdogenos. Segundo Melo
(1996) as interagdes do antagonismo de Trichoderma pode atuar pela via parasitismo,
antibiose e competi¢do. Elad et al., (1982), relata que as enzimas como quitinase €
glucanase, excretadas pelo Trichoderma, estdo envolvidas na lise de células dos

patogenos Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. No trabalho realizado por Melo &



Faull (2000) mostraram que diferentes isolados de Trichoderma, inibiram o crescimento
de Rhizoctonia solani, chegando a reduzir em mais de 60% seu crescimento.

No teste em recipientes de plasticos realizados com os Trichoderma spp. foram
testados os isolados que apresentaram melhores resultados no teste de pareamento, tanto
para o isolado UB 193 quanto ao UB 228. Nao foi testado o isolado 1642, por nao
apresentar esporulacdo para a preparacdo da suspensdo e contagem dos esporos em
camera de Neubauer. Com o isolado UB 193 (Tabela 3), apenas dois isolados de
Trichoderma dos 15 testados apresentaram controle acima de 50 % na germinag@o dos
esclerocios no décimo-quarto dia de avaliagdo, sendo o Trichoderma 1649 com o
melhor resultado de eficiéncia de controle, com 68% no sétimo dia e 77% no décimo
quarto dia, e o isolado 1525 com 47% no sétimo dia e 53% no décimo quarto dia.
Quanto ao isolado de UB 228 (Tabela 4), oito isolados de Trichoderma apresentaram
controle acima de 50 % no decimo-quarto dia, foram os isolados 5 (67%), 12 (63%), 15
(60%), 102 (56%), 1525 (67%), 1637 (58%), 1649 (75%) e Est 5 (54%), todos
apresentaram diferengas estatistica da testemunha.

O uso de ensaios in Vitro apresenta uma importancia na pesquisa por analisar o
controle do Trichoderma sobre o patogeno S. rolfsii, devido a rapidez e praticidade dos
ensaios. De acordo com Michereff (2005) um bom programa de controle biolégico deve
basear em experimentos in Vitro e in vivo. Mas tem relatos que os excelentes resultados
com antagonistas obtidos in vitro podem ndo ser confirmados in vivo, sendo que esses
organismos estdo sujeitos as reacdes diferenciais do hospedeiro € do ambiente
(HARMAN, 1991). Esses resultados do uso de controle biolégico com Trichoderma
spp. mostra a importancia e viabilidade do uso de antagonismos no controle de
patégenos que produzem esclerdcios, sendo que o uso de produtos quimicos ainda ndo
apresentam bons resultados de controle.

No experimento realizado em casa de vegetacdo com os 15 isolados de
Trichoderma testados em recipientes plasticos, contra o isolado UB 193 de S. rolfsii
(Tabela 5), pode-se destacar no final das avaliagcdes 6 isolados de Trichoderma spp.
apresentaram maior taxa na germinagdo de sementes (5, 102, 103, 127, 1525 e 1649),
nao diferindo significativamente da testemunha, tratamento sem inoculagdo do patégeno
ou Trichoderma apenas com plantio das sementes de feijdo. O isolado 1643 apresentou
o menor numero de plantas com uma média de 0,40 plantas seguido do isolado 15 com
uma média de 2 plantas por vaso, ndo apresentando diferenca estatistica do tratamento

com apenas a inoculag@o do S. rolfsii. No experimento com o isolado UB 228 em casa



de vegetacdo (Tabela 6) pode-se destacar 4 isolados de Trichoderma (12, 102, 103 ¢
1649), com maior numero de plantas germinadas, ndo diferindo significamente da
testemunha. O isolado 15 e 1643 mostrou baixo potencial de controle, igual ou menor
de uma planta de feijado germinada por vaso, nao diferindo significamente do tratamento
inoculado apenas com o patogeno.

Os resultados obtidos nos testes in Vitro, ndo coincidem exatamente com o0s
obtidos no teste in vivo que foram testados os isolados que apresentaram grande
potencial antagdnico, onde dos 15 testados, sete isolados de diferentes areas cultivadas
apresentaram controle sobre o patégeno, fato que de acordo com Mariano (1993) relata
que tal ocorréncia pode gerar uma rejei¢do quanto as selegdes realizadas in vitro.
Lousada et al., (2009) mostrou que bons antagonistas de isolados de Trichoderma estao
dispersos por diferentes regides e cultivos onde a maioria dos isolados foram
submetidos ao contato com o patdgenos e disturbios como preparo do solo e aplicacdo
de insumos.

Observando os dados obtidos no teste in vivo, pode afirmar que o controle
bioldgico, com o uso de Trichoderma, pode ser considerado uma alternativa no controle
de patdgenos, podendo adicionar o uso de outras estratégias de controle, para ter
sucesso no manejo da doenca. Blum & Rodrigues-Kabana (2004), relataram que a
adi¢do de residuos organicos ao solo, favoreceu a colonizagdo de esclerdcios pelo
Trichoderma spp., reduziu a quantidade de plantas mortas e doengas de soja (Glycine
max) e Pereira Neto & Blum, (2010) observou que a adi¢dao de palha de milheto ao solo
favoreceu a redugao da podridao do colo (Sclerotium rolfsii) em feijoeiro ¢ estimulou o
aumento da populag¢do natural de Pseudomonas do grupo fluorescentes. Gorgen et al.,
(2009) observou que a aplicagdo do T. harzianum 1306 em tratamentos com B.
ruziziensis aumentou o numero de esclerdcios de S. sclerotiorum parasitados por
Trichoderma na soja em areas do cerrado.

Quanto ao peso da matéria seca da parte aérea e da raiz contra os isolados 193 e
228 de S. rolfsii (Tabela 7), observou-se com o isolado 193, que o peso seco da parte
aérea foram significamente mais elevados quando tratados os isolados 5, 102, 103, 127
e 1649, sendo esses os que apresentaram melhores resultados na avaliagao do nimero de
plantas germinadas realizados em vaso, com excecao do isolado 1525. Os isolados ndo
apresentaram diferenca significativa em relagdo a testemunha no peso seco da raiz, com
excecdo do isolado 1643 que apresentou diferenca significativa observando o menor

peso de raiz dos isolados testados. O peso da parte aérea com o isolado 228 foram



significamente mais elevados quando tratados com os isolados 12, 102, 103, 136, 137,
1525 e 1649, o tratamento que apresentou o melhor resultado foi o isolado 1649,
podendo observar que o mesmo foi o que apresentou melhor controle tanto para o
isolado UB 193 quanto ao UB 228 em casa de vegetacdo. O peso seco da raiz ndo foi
observado diferencas em relagdo a testemunha. Carvalho et al., (2011) observaram que
o uso de Trichoderma harzianum apresentou valores médios de comprimento da parte
aérea superiores aos outros tratamentos, revelando que o Trichoderma foi capaz de
influenciar o desenvolvimento de parte aérea de feijoeiro.

Observando os dados com o uso de Trichoderma pode-se constatar que ¢ uma
alternativa viavel para o controle do fungo S. rolfsii e outros e possuem a vantagem de

serem in6cuos ao ser humano (MELO, 1996) e ndo causarem impacto negativo no meio

ambiente (PATRICIO et al., 2001).



Tabela 2- Reagdo antagonica in vitro, através da escala de Bell (1 a 5) aos 7 dias, de

Trichoderma spp. (TR) contra Sclerotium rolfsii (UB 193 e UB 288).

TR UB 193 | UB 288 TR UB 193 | UB 288 TR UB 193 | UB 288
Test | 5,00Pa [ 500a UFG 300c | 3.25¢ 1581 2,25d | 3,00c
518 450b6% | 4,75a 23 2,75¢ | 3.25¢ 5 2,00d | 2,00d
1640 4,25b 5,00 a 104 2,75¢ | 4250 9 2,00d | 3,50¢
109 4,00 b 5,00 a 113 2,75¢ | 3,00¢c 24 2,00d | 3,00¢c

13 3,50 ¢ 3,00 ¢ 116 2,75¢ | 3,00¢c 25 2,00d | 3,00c
118 325¢ 3,75b 131 2,75¢ | 2,75¢ 102 2,00d | 2,00d
1330 325¢ 3,75b 245 2,75¢ | 3,00¢ 103 2,00d | 2,50d
1523 325¢ 4,00 b 1169 2,75¢ | 2,50d 122 2,00d | 2,75¢
1529 325¢ 3,00 ¢ 1526 2,75¢ | 3,00¢ 127 2,00d | 2,50d
1647 325¢ 4,00 b 1577 2,75¢ | 275¢ 132 2,00d | 3,00¢c
1742 325¢ 325¢ 1644 2,75¢ | 3,25¢ 136 2,00d | 2,25d
1743 325¢ 2,75¢ 1650 2,75¢ | 2,25d 137 2,00d | 2,00d

7 3,00 ¢ 2,75 ¢ 1744 2,75¢ | 275¢ 1525 2,00d | 2,25d
112 3,00 ¢ 300c | Est02 | 2,75¢ | 2.25d 1637 2,00d | 2,50d
1168 3,00 ¢ 3,00 ¢ 8 2,50d | 325¢ 1643 2,00d | 2,50d
1575 3,00 ¢ 3,00 ¢ 123 2,50d | 3,00¢c 1700 2,00d | 2,25d
1576 3,00 ¢ 3,50 1638 2,50d | 2,75¢ Est 05 2,00d | 2,00d
1578 3,00 ¢ 3,00 ¢ 1641 2,50d | 3,00¢c 12 1,75 ¢ 2,5d
1639 3,00 ¢ 325¢ 1646 2,50d | 3,00¢c 1642 1,75¢ | 1,75d

Est06 | 3,00c 3,00 ¢ 11 2,25d | 2,00d 1645 1,50e | 5,00a

Est07 | 3,00c 2,75¢ 1528 225d | 3,00¢c 1649 1,50e | 2,00d
S.G 3,00 ¢ 3,00 ¢ 1574 225d | 3,00¢c 15 1,00e | 1,75d

- - - - - - CV(%)? 15,56 14,17

(1) Escala de notas: 1 = Trichoderma cresce completamente sobre o patdgeno, ocupando toda a placa; 2 =

Trichoderma ocupa pelo menos 2/3 da superficie do meio; 3 = tanto o Trichoderma como o patdgeno

ocupam metade da superficie do meio (mais de 1/3 e menos de 2/3) e aparentemente ndo ocorre dominio de

nenhum; 4 = o patégeno ocupa pelo menos 2/3 da superficie do meio e parece resistir & competi¢do com o

Trichoderma; 5 = o patogeno cresce completamente sobre o Trichoderma, ocupando toda a placa. (2)

Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Scott-Knott, P< 5%). (3) Coeficiente de

variagao.




Tabela 3- Percentual de esclerdcios de Sclerotium rolfsii (UB 193) germinados (EG),
aos 7° e 14° dia apds a aplicagdo dos tratamentos com Trichoderma spp. e dados

estatisticos transformados em porcentagem de esclerocios de Sclerotium rolfsii
controlados (% EC).

S. rolfsii UB 193

1
TRATAMENTO % E.G( ) o EC % E.G o EC
7 dias 14 dias

Testemunha 100 2@ 0 100 a 0
5 85 ab 15 76 ab 24

11 91 ab 9 86 ab 14

12 82 ab 18 78 ab 22

15 89 ab 11 81 ab 19
102 82 ab 18 67 be 33
103 90 ab 10 91 ab 9
127 86 ab 14 86 ab 14
136 75 be 25 77 ab 23
137 70 be 30 68 be 32
1525 53 cd 47 47 cd 53
1637 69 be 31 67 be 33
1643 83 ab 17 63 be 37
1649 32d 68 23d 77
1700 85 ab 15 81 ab 19
Est 05 90 ab 10 77 ab 23
D.M. S 5,88 - 7,14 -
CV(%)® 11,67 - 15,31 -

(1) Média de quatro repeticdes com 25 esclerocios.

(2) Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, P< 5%).
(3) Dados estatisticos transformados em porcentagem de esclerdcios controlados.

(4) Diferenca minima significativa (Tukey, P< 5%).

(5) Coeficiente de variacao.



Tabela 4- Percentual de esclerdcios de Sclerotium rolfsii (UB 228) germinados (EG),
aos 7° e 14° dia apds a aplicacdo dos tratamentos com Trichoderma spp. e dados
estatisticos transformados em porcentagem de esclerocios de Sclerotium rolfsii
controlados (% EC).

S. rolfsii UB 228

1
TRATAMENTO % E.G( ) o EC % E.G o EC
7 dias 14 dias
Testemunha 100 a® 0 100 a 0%
5 46 be 54 33 ¢ 67
11 89 a 11 86 ab 14
12 46 be 54 37 ¢ 63
15 53 be 47 40 ¢ 60
102 52 be 48 44 ¢ 56
103 83 a 17 83 ab 17
127 90 a 10 91 ab 9
136 88 a 11 86 ab 14
137 83 a 17 75b 25
1525 36 ¢ 64 33 ¢ 67
1637 41 ¢ 59 42 ¢ 58
1643 86 a 14 81 ab 19
1649 27 ¢ 73 25¢ 75
1700 73 ab 27 75b 25
Est 05 38 ¢ 62 46 ¢ 54
D.M. S¥ 5,81 5,07 -
CV(%)® 17,44 15,98 -

(1) Média de quatro repeticdes com 25 esclerocios.

(2) Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, P< 5%).
(3) Dados estatisticos transformados em porcentagem de esclerocios controlados.
(4) Diferenca minima significativa (Tukey, P< 5%).

(5) Coeficiente de variacao.



Tabela 5. Numero de plantas assintomaticas de feijoeiro (Cultivar Pérola) durante seis
semanas apos a aplicagdo de isolados de Trichoderma spp. em solo com Sclerotium

rolfsii (UB 193).

S. rolfsii UB 193

TRATAMENTO T 50 30 40 5 P
Testemunha® 5,6 a® 62a 6,6 a 6,6 a 6,6a 6,6 a
S.rolfsii @ 0,00 0,2 b 0,0d 0,0d 0,0d 0,0d
5 3,2 ab 4.8 a 5,2 ab 5,2 ab 5,0 ab 5,0 ab
11 1,4 ab 3,0 ab 3.6 a-d 3,8 a-d 3,6 a-d 3,4 a-d
12 2,8 ab 4,2 ab 4,2 abc 4,2 abc 4,2 abc 4,2 abc
15 2,8 ab 2,8 ab 2,0 bed 2,0 bed 2,0 bed 2,0 bed
102 3,8 ab 6,6 a 6,6 a 6,6 a 6,6 a 6,4 a
103 4,2 ab 5,8a 6,0 ab 6,0 ab 6,0 ab 6,0 a
127 3,2 ab 5,0a 5,0 ab 5,0 ab 4,6 ab 4,8 ab
136 3,0 ab 3,4 ab 3,4a-d 3,4ad 3,2a-d 3,2a-d
137 2,4 ab 3,0 ab 2,8 a-d 2,8 a-d 2,6 a-d 3,0 a-d
1525 2,6 ab 6,0a 6,2a 6,0 ab 6,0 ab 6,0 a
1637 3,2 ab 4,2 ab 4.4 abc 4,2 abc 4.4 abc 4,0 abc
1643 0,6 b 0,6b 0,4 cd 0,4 cd 0,4 cd 0,4 cd
1649 3,4 ab 5,8a 6,0 ab 5,6 ab 6,0 ab 5,8 ab
1700 3,2 ab 4.2 ab 4,2 abc 4.4 abc 4,2 abc 4,2 abc
EST 5 2,2 ab 4,0 ab 3.8 a-d 3,80 a-d 3.8 a-d 3,6 a-d
D.M.S.® 436 4,07 4,01 4,03 4,08 3,95

(1) Testemunha sem Sclerotium rolfsii e sem antagonista;
(2) Média de cinco repetigdes de oito plantas;
(3) Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, P< 5%);

(4) Sclerotium rolfsii sem antagonista.
(5) Diferenca minima significativa (Tukey, P< 5%).



Tabela 6. Numero de plantas assintomaticas de feijoeiro (Cultivar Pérola) durante seis
semanas apos a aplicagdo de isolados de Trichoderma spp. em solo com Sclerotium
rolfsii (UB 228).

S. rolfsii UB 228

TRATAMENTO T 50 o 40 5 P
Testemunha® 6,6@a® 68 ab 6,6 abc 6,6 a-d 6,4 abc 6,4 a-d
S.rolfsii™®  0,0e 0,0 f 0,0e 0,0¢g 0,0 f 0,0g

5 3,2 a-¢ 4.4 a-e 4.4 a-d 4.4 a-f 4,6 a-e 4.4 a-f
11 1,0 de 2,6 c-f 2,6 cde 2,4 efg 2,4 def 2,6 d-g
12 5,4 ab 6,8 ab 6,6 abc 6,8 abc 6,6 ab 6,6 abc
15 1,8 b-e 1,8 def 0,8 de 0,8 fg 0,8 ef 0,8 fg
102 5,4 ab 7.8 a 7.8 a 7,6 a 7.4 a 7.8 a
103 4.4 a-d 6,6 ab 7,0 ab 6,8 abc 6,6 ab 6,8 abc
127 1,4 cde 2,6 c-f 2,6 cde 2,6 d-g 2.4 def 2,6 d-g
136 4.4 a-d 5,0 a-d 4,0 a-e 3,8a-¢g 3.8 a-f 3,8 b-g
137 3,6 a-¢ 4.4 a-e 4.4 a-d 4.4 a-f 4.4 a-e 4.4 a-f
1525 5,2 abc 6,0 abc 5,0 abc 5,2 a-e 5,0 a-d 5,0 a-f
1637 3,2 a-¢ 3,0 b-f 3,0 b-e 2,8 cdefg 2.4 def 2,4 efg
1643 1,0 de 1,0 ef 0,8 de 0,8 fg 1,0 ef 1,0 fg
1649 6,4a 72a 72a 7,2 ab 72a 7,2 ab
1700 1,6 b-¢ 2,6 c-f 2,8 cde 2,8 c-g 2,6 c-f 2,6 d-g
EST 5 2,4 b-e 4,0 a-e 3,8 a-¢ 3,2b-g 3,2 b-f 32cg
D.MS.® 393 3,98 4,07 4,00 3,87 3,88

(1) Testemunha sem Sclerotium rolfsii e sem antagonista;
(2) Média de cinco repetigdes de oito plantas;

(3) Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, P< 5%).
(4) Sclerotium rolfsii sem antagonista.
(5) Diferenca minima significativa (Tukey, P< 5%).



Tabela 7. Produ¢ao de matéria seca (g/planta) da parte aérea e raiz do feijoeiro tratados
com isolados de Trichoderma spp., sob casa de vegetagao.

S. rolfsii UB 193 S. rolfsii UB 228
Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz
Testemunha ’  7.81a®@ 1,89 a 8,61 a 1,25 ab

TRATAMENTO

S. rolfsii @ 0,00d 0,00 ¢ 0,00 d 0,00 b

5 4,68 abc 1,45abc 3,87bcd 1,31 ab

127 4,51 abc 1,62 ab 2,92 cd 0,86 ab

11 3,16 bcd 1,04 abc 2,96 cd 0,90 ab

12 4,12 a-d 0,89 abc  5,00abc 2,39 ab

15 2,72bcd 0,79 abc 1,20 cd 1,42 ab

102 5,23 ab 1,01 abc 5,62 abc 342 a

103 4,53 abc 1,06 abc 4,28 a-d 1,60 ab

136 3,86 a-d 0,62abc 4,07a-d 091 ab

137 3,80 a-d 0,91 abc 5,33 abc 1,08 ab

1525 298bcd 0,61 abc 4,33a-d 1,11ab

1637 3,58 bed 1,32abc  3,29bcd 0,86 ab

1643 0,62 cd 0,17 bc 1,74 cd 0,51 ab

1649 6,41 ab 1,02 abc 7,79 ab 1,43 ab

1700 3,37 bed 1,11abc  2,56cd 0,90 ab

EST 5 2,83 bed 1,39 abc  3,43bcd 1,05 ab
D.M.S. @ 4,19 1,49 4,65 3,08

(1) Testemunha sem Sclerotium rolfsii e sem antagonista;

(2) Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, P< 5%).
(3) Sclerotium rolfsii sem antagonista.

(4) Diferenca minima significativa (Tukey, P< 5%).



5.2. FOSFITO
No experimento realizado em recipientes plasticos com fosfito, foram testadas

onze diferentes formulagdes com os dois isolados de S. rolfsii, UB 193 ¢ UB 228. Com
o isolado UB 193 (Tabela 8), no décimo quarto dia de avaliacdo, seis formulagdes de
fosfitos apresentaram reduc¢do na germinag¢ao do S. rolfsii em relacdo a testemunha,
sendo os fosfitos: Fosfito Mgl (30% P205 + 4% Mg Phytogard Mg) 3,0 mL/L; Fosfito
K1 (40% P205 + 20% K20 Phytogard K) 2,50 mL/L; Fosfito Cu (25% P205 + 5% Cu
Fitofés Cu) - 2,5 mL/L; ; Fosfito K2 (40% P205 + 20% K2O Fitofés K Plus) 1,50
mL/L; Fosfito K5 (27% P205 + 27% K20 Hortifés PK) 3,0 mL/L; Fosfito Cal (30%
P205 + 7% Ca Phytogard Ca) - 3,0 mL/L. O Fosfito Cal (30% P205 + 7% Ca
Phytogard Ca) - 3,0 mL/L foi o tinico que apresentou maior controle com diferenga em
relacdo a todos os tratamentos aplicados e a testemunha, com um controle de 57% dos
esclerdcios. Quanto ao isolado UB 228 (Tabela 9), oito formulagdes de fosfitos testados
demonstraram controle na germinacdo dos esclerocios por apresentarem diferenca
estatistica em relacdo a testemunha sendo o Fosfito K4 (30% P205 + 20% K20O; Nutex
Preminum 00-30-20) 1,75 mL/L]; Fosfito Ca2 (10% P205 + 6% Ca; Fitofos Ca) - 4,0
mL/L; Fosfito K1 (40% P205 + 20% K20O; Phytogard K) 2,50 mL/L; Fosfito K3 (20%
P205 + 20% K20; Nutex Premium 00-20- 20) 1,75mL/L; Fosfito Cu (25% P205 + 5%
Cu; Fitofos Cu) - 2,5 mL/L; Fosfito K2 (40% P205 + 20% K2O; Fitofos K Plus) 1,50
mL/L; Fosfito K5 (27% P205 + 27% K20O; Hortifés PK) 3,00 mL/L; Fosfito Cal (30%
P205 + 7% Ca; Phytogard Ca) 3, 00 mL/L. O Fosfito K2 (40% P205 + 20% K20O;
Fitofos K Plus) 1,50 mL/L foi o que apresentou maior controle na germinacao de
esclerdcio, com 84 % de eficiéncia. Trabalho realizado por Moreira & May-De Mio
(2006) no controle da podriddo parda do pessegueiro (Prunus pérsica (L.) Batsch)
mostrou que o fosfito K foi mais efetivo que o de Ca, sendo que quando fosfito de Ca
ndo controlou a doenga quando comparado com a testemunha contrario ao isolado UB
193 com o Fosfito Cal apresentou melhor controle do que os Fosfitos K. De acordo
com Soyes (2002), o uso de fosfito tem a propriedade de estimular a defesas da planta e
apresentam uma caracteristica com efeito fungicida, atuando diretamente sobre o
patogeno.

No experimento em casa de vegetacdo, com o isolado UB 193 (Tabela 10)
mostrou que o tratamento Fosfito Ca 1 apresentou diferenca significativa da testemunha
o qual foi inoculada somente com S. rolfsii, a partir da terceira semana e na quinta

semana de avaliagdo os tratamentos que destacaram apresentando diferenca significativa



da testemunha foram: Fosfito K2 (40% P205 + 20% K2O; Fitofés K Plus) 1,50 mL/L;
Fosfito Cal (30% P205 + 7% Ca; Phytogard Ca) - 3,0 mL/L; Fosfito Mgl (30% P205
+ 4%; Mg Phytogard Mg) 3,0 mL/L. Andreu & Caldiz (2006), observou que o
desenvolvimento de lesdes causadas por Phytophthora infestans em tubérculos de batata
apresentaram diminui¢do dos didmetros das coldnias dos patégenos que foram tratados
com fosfitos de K do fosfito Ca.

Com o isolado UB 228 (tabela 11), nenhum tratamento no final da
avaliacdo apresentou diferenga significativa da testemunha, observando que o isolado
UB 228, apresenta pouca patogenicidade quando se compara ao isolado UB 193. A
testemunha que ¢ apenas com a inoculagdo do S. rolfsii apresentou baixa taxa de
severidade, por isso que os tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa.
Quanto a producdo de matéria seca da parte aérea do isolado UB 193, foi observada
maior produ¢do com diferenca significativa, entre os tratamentos Fosfito K5 (27%
P205 + 27% K20; Hortifés PK) 3,00 mL/L) e Fosfito Ca2 (10% P205 + 6% Ca;
Fitofos Ca) - 4,0 mL/L. Quanto a producdo de matéria seca da parte aérea do isolado
228 nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 12).

Trabalho realizado por Matiello et al., (2002), observou com aplicagdo de fosfito
de potassio ocorreu a reducdo na severidade da ferrugem (Hemileia vastatrix) do
cafeeiro na Zona da Mata de Minas e Boneti et al., (2002) verificaram reducdo na
severidade da sarna (Venturia inaequalis) da macieira em folhas e frutos com a
aplicag¢do de fosfito de calcio. De acordo com Dianese et al., (2009) verificaram uma
maior reducdo da podriddo-do-pé (Phytophthora palmivora) do mamoeiro, com o uso
do fosfito (40% P,Os + 20% K,0). Os derivados de acido fosforoso possuem
propriedades indutoras de resisténcia nos vegetais (WILD et al., 1998) podendo reduzir
a esporulacdo dos patdgenos, possibilitando com isso a redu¢do na intensidade das
doencas (PANICKER & GANGADHARAN, 1999).

O uso de fosfito apresentou como uma alternativa junto aos fungicidas e
Trichoderma, buscando o fosfito a uma atuagdo quanto a indugdo de substancias de
autodefesa, as fitoalexinas. E estdo sendo empregados para o controle de doencas em
pessegueiro contra M. fruticola (MOREIRA, 1999), em macieira (Malus domestica
Borkh) contra Phytophthora spp. Butler, Venturia inaequalis (Cooke) Winter e
Colletotrichum spp. (Penz.) (BONETI; KATSURAYAMA, 2002), ¢ em videira (Vitis
vinifera L.) contra Plasmopara viticola (Berk. et Curtis) (DALBO; SCHUCK, 2003;
SONEGO et al., 2003).



Tabela 8- Percentual de esclerdcios de Sclerotium rolfsii (UB 193) germinados (EG),
aos 7° e 14° dia apos a aplicagdo dos tratamentos com fosfitos e dados estatisticos
transformados em porcentagem de esclerdcios de Sclerotium rolfsii controlados (% EC).

S. rolfsii UB 193

TRATAMENTO % E.G(” % EC % E-G % EC
7 dias 14 dias

1- Testemunha 100 2 0® 100 a 0
2- Fosfito K 1 © 83 be 17 75 cd 25
3- Fosfito K 2 55¢ 45 53 ef 47
4- Fosfito K3 98 a 2 92 a 8
5- Fosfito K 4 100 a 0 99 a 1
6- Fosfito K 5 63 de 37 62 de 38
7- Fosfito Ca 1 41 f 59 43 f 57
8- Fosfito Ca 2 100 a 0 98 a 2
9- Fosfito Mg 1 78 ¢ 22 78 be 22
10- Fosfito Mg 2 99 a 1 100 a 0
11- Fosfito Zn 92 ab 8 89 ab 11
12- Fosfito Cu 74 cd 26 64 de 36
D.M.S. @ 3,44 - 3,44 -
CV (%) ® 6,8 - 7,13 -

(1) Média de quatro repeti¢cdes com 25 esclerdcios.

(2) Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, P< 5%)

(3) Dados estatisticos transformados em porcentagem de esclerocios controlados.

(4) Diferenca minima significativa (Tukey, P< 5%).

(5) Coeficiente de variacdo.

(6) Fosfito Cu (25% P,0Os + 5% Cu; Fitofos Cu) - 2,5 mL/L; Fosfito Zn (40% P,Os +
10% Zn; Phytogard Zn) - 2,5 mL/L; Fosfito K1 (40% P,0s+ 20% K,O; Phytogard
K) 2,50 mL/L; Fosfito Mgl (30% P,0s + 4% Mg; Phytogard Mg) 3,0 mL/L; Fosfito
Cal (30% P,Os + 7% Ca; Phytogard Ca) - 3,0 mL/L; Fosfito Ca2 (10% P,Os + 6%
Ca; Fitofos Ca) - 4,0 mL/L; Fosfito K2 (40% P,0Os + 20% K,O; Fitofés K Plus) 1,50
mL/L; Fosfito Mg2 (40% P,Os + 6% Mg; Fitofos Mg) - 1,5 mL/L, Fosfito K3 (20%
P,0O5 + 20% K,0; Nutex Premium 00-20- 20) 1,75 mL/L; Fosfito K4 (30% P,Os +
20% K,0; Nutex Preminum 00-30-20) 1,75 mL/L e Fosfito K5 (27% P,05 + 27%
K,O; Hortifés PK) 3,00 mL/L).



Tabela 9- Percentual de esclerdcios de Sclerotium rolfsii (UB 228) germinados (EG),
aos 7° e 14° dia apos a aplicacdo dos tratamentos com fosfitos e dados estatisticos
transformados em porcentagem de esclerdcios de Sclerotium rolfsii controlados (% EC).

S. rolfsii UB 228

TRATAMENTO °% EGWY EG
7 dias % EC 14 dias % EC

Testemunha 100a®@ o 100 a 0
Fosfito K 1¢ 48 ¢ 52 48 bed 52
Fosfito K 2 14 d 86 16 ¢ 84
Fosfito K3 54 ¢ 46 50 be 50
Fosfito K 4 58 be 42 64 b 36
Fosfito K 5 20 d 80 21 de 79
Fosfito Ca 1 33 cd 67 29 cde 71
Fosfito Ca 2 52 ¢ 48 50 be 50
Fosfito Mg 1 96 a 4 97 a 3
Fosfito Mg 2 83 ab 17 76 ab 24
Fosfito Zn 93 a 7 93 a 7
Fosfito Cu 42 cd 58 26 cde 74
D.M.S. @ 6,92 - 6,84 -
CV (%)® 19,89 - 20,48 -

(1) Média de quatro repeticdes com 25 esclerdcios.

(2) Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, P< 5%).

(3) Dados estatisticos transformados em porcentagem de esclerocios controlados.

(4) Diferenca minima significativa (Tukey, P< 5%).

(5) Coeficiente de variacao.

(6) Fosfito Cu (25% P,0Os + 5% Cu; Fitofos Cu) - 2,5 mL/L; Fosfito Zn (40% P,Os +
10% Zn; Phytogard Zn) - 2,5 mL/L; Fosfito K1 (40% P,Os + 20% K,O; Phytogard
K) 2,50 mL/L; Fosfito Mgl (30% P,Os + 4% Mg; Phytogard Mg) 3,0 mL/L; Fosfito
Cal (30% P,05 + 7% Ca; Phytogard Ca) - 3,0 mL/L; Fosfito Ca2 (10% P,0s + 6%
Ca; Fitofos Ca) - 4,0 mL/L; Fosfito K2 (40% P,0s + 20% K,O; Fitofos K Plus) 1,50
mL/L; Fosfito Mg2 (40% P,Os + 6% Mg; Fitofés Mg) - 1,5 mL/L, Fosfito K3 (20%
P,0s5 + 20% K,0O; Nutex Premium 00-20- 20) 1,75 mL/L; Fosfito K4 (30% P,0s +
20% K,0; Nutex Preminum 00-30-20) 1,75 mL/L] e Fosfito K5 (27% P,0s + 27%
K,O; Hortifés PK) 3,00 mL/L).



Tabela 10. Uso ou efeito do fosfito no controle de S. rolfsii (UB 193) em mudas de
feijoeiro, sob casa de vegetagao.

S. rolfsii UB 193

TRATAMENTO Semana
1° 2° 3° 4° 5°

Testemunha ,L10Pa® 1752 2,15a 225a 2,50a
Fosfito K 19 1,50a  2,00a 1,90ab 1,90ab 1,75ab
Fosfito K 2 0,65 a 1,00a 1,30ab 1,00ab 0,90b
Fosfito K3 1,55 a 1,80a 220a 2,00 a 1,50 ab
Fosfito K 4 0,50 a 1,00a 1,10ab 1,00ab 1,00 ab
Fosfito K 5 0,70a  0,75a 0,85ab 090ab 1,20 ab
Fosfito Ca 1 0,55a  0,55a 0,555b 045b  0,55b
Fosfito Ca 2 0,95 a 1,20a 125ab 1,10ab 1,00 ab
Fosfito Mg 1 0,70a  0,85a 090ab 085ab 0,70b
Fosfito Cu 0,85a 090a 1,20ab 0,95ab 0,95ab
D.M.S. ® 1,26 1,55™% 1,56 1,49 1,47

(1) Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, P< 5%), ns ndo
significativo (P < 5%).

(2) Escala de notas: 0 = Plantas livres da doenga; 1 = Crescimento micelial proximo ao
colo; 2 = Crescimento micelial proximo ao colo e inicio de lesdo; 3 = Lesao no colo; 4
= Lesdo e murcha; 5 = Murcha severa; 6 = Planta morta.

(3) Diferenga minima significativa (Tukey, P< 5%).

(4) Fosfito Cu (25% P,0s + 5% Cu; Fitofos Cu) - 2,5 mL/L; Fosfito K1 (40% P,Os + 20%
K,O; Phytogard K) 2,50 mL/L; Fosfito Mgl (30% P,Os + 4% Mg; Phytogard Mg) 3,0
mL/L; Fosfito Cal (30% P,Os + 7% Ca; Phytogard Ca) - 3,0 mL/L; Fosfito Ca2 (10%
P,0s + 6% Ca; Fitofos Ca) - 4,0 mL/L; Fosfito K2 (40% P,0s + 20% K,0O; Fitofos K
Plus) 1,50 mL/L; Fosfito K3 (20% P,Os + 20% K,O; Nutex Premium 00-20- 20) 1,75
mL/L; Fosfito K4 (30% P,Os + 20% K,O; Nutex Preminum 00-30-20) 1,75 mL/L e
Fosfito K5 (27% P,05 + 27% K,0; Hortifés PK) 3,00 mL/L).



Tabela 11. Uso ou efeito do fosfito no controle de S. rolfsii (UB 228) em mudas de
feijoeiro, sob casa de vegetagao.

S. rolfsii UB 228

TRATAMENTO Semana
1° 2° 3° 4° 5°

Testemunha 0,80%a™ 130a 145a 145a 1,50a
Fosfito K 1 085a 125a 1,15ab 1,15a 1,15a
Fosfito K 2 045a  055a 0,50ab 065a 065a
Fosfito K3 0,05a 0,30a 0,10b 0,45 a 0,45 a
Fosfito K 4 0,40 a 0,80a 095ab 0,70a 0,70 a
Fosfito K 5 0,75a 080a 0,85ab 095a 095a
Fosfito Ca 1 0,75 a 0,50a 1,05ab 090a 1,05a
Fosfito Ca 2 0,50a 1,20a 095ab 1,00a 1,05a
Fosfito Mg 1 060a 1,00a 120ab 135a 1,35a
Fosfito Cu 0,10 a 045a 040ab 0,55a 0,60 a
D.M.S. ® 1,14™  1,15™ 1,25 1,31 1,22™

(1) Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, P< 5%), ns ndo
significativo (P < 5%).

(1) Escala de notas: 0 = Plantas livres da doenca; 1 = Crescimento micelial proximo ao
colo; 2 = Crescimento micelial proximo ao colo e inicio de lesdo; 3 = Lesao no colo; 4 =
Lesdo e murcha; 5 = Murcha severa; 6 = Planta morta.

(2) Diferenga minima significativa (Tukey, P< 5%).

(3) Fosfito Cu (25% P,0s + 5% Cu; Fitofos Cu) - 2,5 mL/L; Fosfito K1 (40% P,Os + 20%
K,O; Phytogard K) 2,50 mL/L; Fosfito Mgl (30% P,Os + 4% Mg; Phytogard Mg) 3,0
mL/L; Fosfito Cal (30% P,Os + 7% Ca; Phytogard Ca) - 3,0 mL/L; Fosfito Ca2 (10%
P,0s + 6% Ca; Fitofos Ca) - 4,0 mL/L; Fosfito K2 (40% P,0s + 20% K,0O; Fitofos K
Plus) 1,50 mL/L; Fosfito K3 (20% P,0s + 20% K,O; Nutex Premium 00-20- 20) 1,75
mL/L; Fosfito K4 (30% P,0Os + 20% K,O; Nutex Preminum 00-30-20) 1,75 mL/L e
Fosfito K5 (27% P,05 + 27% K,0; Hortifés PK) 3,00 mL/L).



Tabela 12. Matéria seca (g/planta) da parte aérea do feijoeiro tratados com fosfitos, sob
casa de vegetacgdo.

S. rolfsii UB 193  S. rolfsii UB 228

TRATAMENTO . .
Parte aérea Parte aérea
Testemunha 2,43 bV 421 a
Fosfito K 1% 6,52 ab 9,46 a
Fosfito K 2 7,33 ab 7,01 a
Fosfito K3 6,61 ab 6,65 a
Fosfito K 4 7,63 ab 8,78 a
Fosfito K 5 8,19 a 7,79 a
Fosfito Ca 1 5,45 ab 7,69 a
Fosfito Ca 2 8,17 a 6,91 a
Fosfito Mg 1 6,65 ab 5,58 a
Fosfito Cu 5,59 ab 6,73 a
Planta 6,43 ab 6,43 a
D.M.S. @ 5,72 5,46™

(1) Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, P< 5%), ns nao
significativo (P < 5%).

(2) Diferenca minima significativa (Tukey, P< 5%).

(3) Fosfito Cu (25% P,Os + 5% Cu; Fitofos Cu) - 2,5 mL/L; Fosfito K1 (40% P,Os + 20%

K,O; Phytogard K) 2,50 mL/L; Fosfito Mgl (30% P,Os + 4% Mg; Phytogard Mg) 3,0
mL/L; Fosfito Cal (30% P,Os + 7% Ca; Phytogard Ca) - 3,0 mL/L; Fosfito Ca2 (10%
P,Os + 6% Ca; Fitofos Ca) - 4,0 mL/L; Fosfito K2 (40% P,Os + 20% K,O; Fitofés K
Plus) 1,50 mL/L; Fosfito K3 (20% P,05 + 20% K,0; Nutex Premium 00-20- 20) 1,75
mL/L; Fosfito K4 (30% P,05 + 20% K,O; Nutex Preminum 00-30-20) 1,75 mL/L e
Fosfito K5 (27% P,05 + 27% K,O; Hortifés PK) 3,00 mL/L.



5.3. Quimicos e Trichoderma comercial

Nesse experimento em recipiente de plastico, foram testados quatro diferentes
produtos quimicos e trés Trichoderma comercial. No teste com inoculagdo do isolado
UB 193 (Tabela 13), no décimo quarto dia de avaliacdo, dois tratamentos diferiram
significamente da testemunha apresentando uma redugdo na germinagdo do esclerdcio
de S. rolfsii. Os tratamentos foram o Trichoderma comercial Trichodermil SP organic,
com 51% de controle e o quimico Carbendazim com 19 % de controle, apresentando
uma baixa porcentagem de controle em relagdo aos experimentos anteriores utilizando
os tratamentos de fosfitos e isolados de Trichoderma spp.

Quanto ao isolado UB 228 (Tabela 14), no décimo quarto dia de avaliagdo, trés
tratamentos diferiram significamente da testemunha, apresentando melhores resultado
de controle do esclerdcio do que com o isolado UB 193, observado com a execucdo dos
outros experimentos que o isolado UB 228 apresenta uma menor severidade na doenca
do que o isolado UB 193. Os tratamentos que apresentaram melhores resultados foram
Trichodermil Sp Organic (71%), Tebuconazol (61%) e Carbendazim (34%).

No experimento em casa de vegetacdo nas 5 avaliagdes semanais, tanto o isolado
UB 193 (Tabela 15) e UB 228 (Tabela 16), apenas um tratamento diferiu
significativamente da testemunha, o tratamento com produto quimico Tebuconazole.
Sendo que no experimento em recipientes de plasticos apenas o isolado UB 228
apresentou controle eficiente sobre o esclerocio com o tratamento Tebuconazol. Quanto
ao peso da matéria seca da parte aérea (Tabela 17), apenas o tratamento Quality WG
diferiu significamente da testemunha no isolado UB 193, os outros tratamentos tanto
com o isolado UB 193 e UB 228 ndo apresentaram diferenga significativa em relagdo a
testemunha, cujo tratamento ¢ apenas com a inoculagdo do S. rolfsii.

Duarte et al., (2006) no controle quimico da podriddo-das-estacas (Sclerotium
rolfsii) onde os ensaios confirmaram a eficacia do fungicida Tebuconazol na cultura da
pimenteira-do-reino na inibicdo do crescimento de colonias e na germinagdo de
esclerodios, e outros resultados com eficiéncia do fungicida obtidos com algodao
(PRAHBU & HIRAMOTH, 2003) e com amendoim (BRANCH & BRENNEMAN,
1996).

De acordo com Venegas et al., (2008) o fungicida Procimidone foi eficiente no

controle do mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) do feijoeiro, observado que no



controle de Sclerotium rolfsii o produto Procimidona ndo apresentou controle da
doengas na dose utilizada.

Segundo Luz (2003), com intuito de tratar sementes de trigo foi misturados um
fungicida com um antagonista, foi observado que o fungicida realiza o controle inicial
do patdégeno e o antagonista provoca o efeito residual se desenvolvendo e persistindo
nas raizes, reduzindo futura infeccdo dos patégenos e atrasando o desenvolvimento da
resisténcia dos patdogenos ao fungicida, e para a eficiéncia do tratamento observou se o
fungicida ¢ compativel ao antagonista. O mesmo autor informou que, com a integragao
do controle bioldgico e quimico, os efeitos na emergéncia do rendimento foram maiores
quando houve a integracdo das duas formas de controle, mesmo quando as doses foram
reduzidas pela metade. McLean et al. (2001) mostraram que Trichoderma harzianum
menos sensivel a Procimidona e Captan do que Mancozeb, Tebuconazole e Thiram mas

que inibia a germinagdo dos esporos do Trichoderma.



Tabela 13- Percentual de esclerocios de Sclerotium rolfsii (UB 193) germinados (EG),
aos 7° e 14° dia apds a aplicagdo dos fungcidas e Trichoderma comercial e dados

estatisticos transformados em porcentagem de esclerocios de Sclerotium rolfsii
controlados (% EC).

S. rolfsii UB 193

TRATAMENT % EGY % E
NTO % .G % EC 7o .G % EC
7 dias 14 dias

Testemunha 100 a® 0 100 a 0
Tebuconazol® 95 ab 5 95 ab 5
Trichoderma WG 99 a 1 99 a 1
Tiofanato metilico 100 a 0 100 a 0
Procimidona 99 a 1 99 a 1
Trichoderma PM 98 a 2 98 a 2
Trichoderma SP Org. 50c 50 50c¢ 51
Carbendazim 81b 19 81b 19
D.M.S. @ 3,74 - 3,74 -
C.V (%)® 7,15 - 7,15 -

(1) Média de quatro repeti¢des com 25 esclerdcios.

(2) Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, P< 5%).

(3) Dados estatisticos transformados em porcentagem de esclerocios controlados.

(4) Diferenca minima significativa (Tukey, P< 5%).

(5) Coeficiente de variagao.

(6) Tebuconazol (250 g/L; Folicur) — 1L/ha; Tiofanato-Metilico (500g/L;
Support) — 1L/ha; Procimidona (500g/kg; Sumilex 500 WP) — 2kg/ha;
Carbendazim ( 500g/kg; Derosal 500 WP) — 1L/ha. E os Trichoderma
comercial foram: Trichoderma WG (Trichoderma asperellum 1x10'° ufc/g;
Quality WG) — 100g/ha; Trichoderma PM (Trichoderma harzianum 1,5x10"
ufc/g; Trichodermax PM) — 100g/ha; Trichoderma SP (Trichoderma
harzianum 4x10' ufc/g; Trichodermil SP organic) — 40g/ha



Tabela 14- Percentual de esclerocios de Sclerotium rolfsii (UB 228) germinados (EG),
aos 7° e 14° dia apds a aplicagdao dos fungcidas e Trichoderma comercial e dados

estatisticos transformados em porcentagem de esclerocios de Sclerotium rolfsii
controlados (% EC).

S. rolfsii UB 228

TRATAMENTO % EG®Y % EG

7o ) % EC 7o . % EC

7 dias 14 dias
Testemunha 100 a® 0 100 a 0
Tebuconazol® 40 be 60 39 ¢ 61
Trichoderma WG 71 ab 29 94 a 6
Tiofanato metilico 98 a 2 97 a 3
Procimidona 100 a 0 100 a 0
Trichoderma PM 100 a 0 100 a 0
Trichoderma SP Org. 33¢c 67 29¢ 71
Carbendazim 76 a 24 66 b 34
D.M.S. @ 8,56 - 2,65 -
C.V (%)® 19,42 - 6 .

(1) Média de quatro repeticdes com 25 esclerdcios.

(2) Médias na coluna seguidas por letras iguais nao diferem entre (Tukey, P< 5%).

(3) Dados estatisticos transformados em porcentagem de esclerocios controlados.

(4) Diferenca minima significativa (Tukey, P< 5%).

(5) Coeficiente de variagao.

(6) Tebuconazol (250 g/L; Folicur) — 1L/ha; Tiofanato-Metilico (500g/L;
Support) — 1L/ha; Procimidona (500g/kg; Sumilex 500 WP) — 2kg/ha;
Carbendazim ( 500g/kg; Derosal 500 WP) — 1L/ha. E os Trichoderma
comercial foram: Trichoderma WG (Trichoderma asperellum 1x10' ufc/g;
Quality WG) — 100g/ha; Trichoderma PM (Trichoderma harzianum 1,5x10"
ufc/g; Trichodermax PM) — 100g/ha; Trichoderma SP (Trichoderma
harzianum 4x10' ufc/g; Trichodermil SP organic) — 40g/ha



Tabela 15. Uso ou efeito de produtos quimicos e Trichoderma comercial no controle de
S. rolfsii (UB 193) em mudas de feijoeiro, sob casa de vegetagao.

S. rolfsii UB 193

TRATAMENTO Semana
1° 2° 3° 4° 5°

Testemunha L1 a®™  1,75a  2,15ab  225ab  2.40ab
Tebuconazol® 0,05b 0,00 b 0,10 ¢ 0,10 ¢ 0,10 ¢
Trichoderma WG 1,65a 1,70 a 1,80ab 2,05 ab 2,35 ab
Tiofanato metilico 1,15a 1,60 a 1,75 ab 2,00 ab 2,25 ab
Procimidona 0,65 ab 0,85 ab 0,90 bc 1,20 bc 1,15 bc
Trichoderma PM 1,10 a 1,40 ab 1,60 ab 1,70 ab 1,85 ab
Trichoderma SP Org. 1,10 a 1,80 a 2,30 a 2,60 a 2,65a
Carbendazim 0,90 ab 1,10ab 1,40abc 1,45 abc 1,70 ab
D.M.S. @ 1 1,42 1,34 1,38 1,49

(1)Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, P< 5%).

(2) Escala de notas: 0 = Plantas livres da doenga; 1 = Crescimento micelial préximo ao
colo; 2 = Crescimento micelial proximo ao colo e inicio de lesdo; 3 = Lesdo no colo; 4
= Lesdo e murcha; 5 = Murcha severa; 6 = Planta morta.

(3) Diferenca minima significativa (Tukey, P< 5%).

(4) Tebuconazol (250 g/L; Folicur) — 1L/ha; Tiofanato-Metilico (500g/L; Support) —
1L/ha; Procimidona (500g/kg; Sumilex 500 WP) — 2kg/ha; Carbendazim (
500g/kg; Derosal 500 WP) — 1L/ha. E os Trichoderma comercial foram:
Trichoderma WG (Trichoderma asperellum 1x10' ufc/g; Quality WG) —
100g/ha;  Trichoderma PM  (Trichoderma harzianum 1,5x10'  ufc/g;
Trichodermax PM) — 100g/ha; Trichoderma SP (Trichoderma harzianum 4x10"
ufc/g; Trichodermil SP organic) — 40g/ha



Tabela 16. Uso ou efeito de produtos quimicos e Trichoderma comercial no controle de
S. rolfsii (UB 228) em mudas de feijoeiro, sob casa de vegetagao.

S. rolfsii UB 228

TRATAMENTO Semana

1° 2° 3° 4° 5°
Testemunha 0,80% a 1,60 a 1,80 a 1,80 a 1,90 ab
Tebuconazol® 0,05 a 0,05 b 0,25 b 0,25b 0,25 ¢
Trichoderma WG 0,75 a 0,85 ab 1,35 ab 1,30 ab 1,40 abc
Tiofanato metilico 1,15a 1,40 a 1,80 a 1,70 a 2,05 ab
Procimidona 1,05 a 1,10 ab 1,55 ab 1,60 a 1,60 abc
Trichoderma PM 1,05a 1,15 ab 1,15 ab 1,45 ab 1,60 abc
Trichoderma SP Org. 0,55a 0,70 ab 0,80 a 0,75 ab 0,65 bc
Carbendazim 1,25a 1,75 a 2,05a 2,00 a 2,20 a
Planta® 0 0 0 0 0
D.M.S. @ 1,34™ 1,18 1,37 1,34 1,44

(1) Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, P< 5%), ns ndo
significativo (P < 5%).
(2) Escala de notas: 0 = Plantas livres da doenga; 1 = Crescimento micelial préximo ao
colo; 2 = Crescimento micelial proximo ao colo e inicio de lesdo; 3 = Lesdo no colo; 4
= Lesdo e murcha; 5 = Murcha severa; 6 = Planta morta.

(3) Diferenca minima significativa (Tukey, P< 5%).

(4) Tebuconazol (250 g/L; Folicur) — 1L/ha; Tiofanato-Metilico (500g/L; Support) —
1L/ha; Procimidona (500g/kg; Sumilex 500 WP) — 2kg/ha; Carbendazim (
500g/kg; Derosal 500 WP) — 1L/ha. E os Trichoderma comercial foram:
Trichoderma WG (Trichoderma asperellum 1x10' ufc/g; Quality WG) —

100g/ha;

Trichoderma PM (Trichoderma harzianum

1,5x10" ufc/g;

Trichodermax PM) — 100g/ha; Trichoderma SP (Trichoderma harzianum 4x10"

ufc/g; Trichodermil SP organic) — 40g/ha.
(5) Tratamento sem patdgeno ndo foi utilizado na analise de variancia.



Tabela 17. Matéria seca (g/planta) da parte aérea do feijoeiro tratados com produtos
quimicos e Trichoderma comercial, sob casa de vegetacao.

S. rolfsii UB 193 S. rolfsii UB 228

TRATAMENTO . .
Parte aérea Parte aérea

Testemunha 2,43 bV 421a
Tebuconazol® 5,74 ab 5,53 a
Trichoderma WG 10,32 a 5,99 a
Tiofanato metilico 5,39 ab 5,80 a
Procimidona 7,52 ab 7,36 a
Trichoderma PM 7,50 ab 841 a
Trichoderma SP Org. 5,96 ab 7,02 a
Carbendazim 6,64 ab 5,65a
Planta 6,43 ab 6,43 a
D.M.S. @ 5,18 6,59™

(1) Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, P< 5%), ns ndo
significativo (P < 5%).

(2) Diferenca minima significativa (Tukey, P< 5%).

(3) Tebuconazol (250 g/L; Folicur) — 1L/ha; Tiofanato-Metilico (500g/L; Support) —
1L/ha; Procimidona (500g/kg; Sumilex 500 WP) — 2kg/ha; Carbendazim (
500g/kg; Derosal 500 WP) — 1L/ha. E os Trichoderma comercial foram:
Trichoderma WG (Trichoderma asperellum 1x10' ufc/g; Quality WG) —
100g/ha;  Trichoderma PM  (Trichoderma harzianum 1,5x10'  ufc/g;
Trichodermax PM) — 100g/ha; Trichoderma SP (Trichoderma harzianum 4x10"
ufc/g; Trichodermil SP organic) — 40g/ha



6. CONCLUSOES

Os isolados de Trichoderma 1649, 1525 e 1637 foram os mais eficientes na
inibigdo da germinacdo de esclerocios de S. rolfsii em laboratorio. Além disso, os
isolados 5, 12, 102, 103, 1525 e 1649 foram eficientes na melhoria do niimero de
plantas de feijoeiro sadias, proporcionando menores indices de mortalidade em casa de
vegetacao. Realizando outros testes podem apresentar potencial para tornarem produtos
biofungicidas no controle de S. rolfsii.

O uso de fosfito apresentou controle do patéogeno, principalmente os fosfitos de
Potassio e Calcio.

O tratamento quimico com Tebuconazol apresentou eficiéncia no controle do
patogeno nos testes in Vvivo. Os produtos comerciais a base de Trichoderma néao

promoveram controle eficiente nas concentragdes utilizadas.
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8. ANEXO

AVALIACAO IN VITRO DE PSEUDOMONAS SPP. NO CONTROLE DE
SCLEROTIUM ROLFSII SACC. AGENTE DA MURCHA-DE-ESCLEROCIO
EM FEIJOEIRO (PHASEOLUS VULGARIS L.)

Resumo - Podriddo do colo do feijociro (Phaseolus vulgaris) é causada por Sclerotium
rolfsii. Esta importante doenga ¢é frequentemente observada em Aareas quentes, sub-
tropicais e tropicais. Muitas espécies de microrganismos foram testadas como agentes
potenciais para biocontrole de doengas, inclusive as bactérias fluorescentes do género
Pseudomonas spp. O estudo teve como objetivo avaliar o efeito de isolados de
Pseudomonas sp. sobre a germinacdo de esclerocios de S. rolfsii. O experimento foi
realizado com caixas plasticas transparentes em quatro repeticdes de 25 organizados
sobre solo esterilizado, para cada tratamento. Foram utilizados dois isolados de S. rolfsii
(UB 193 ¢ UB 228) e 14 isolados de Pseudomonas spp. em um delineamento
inteiramente casualisado. Os tratamentos com Pseudomonas foram aplicados sobre cada
um dos esclerdcios na dose de 20 pl [[10° células bacterianas/mL]. No isolado UB 193,
quatro Pseudomonas sp. Reduziram (% de esclerocios germinados) a germinagdo
esclerocial: as bactérias 03 (39%), 11 (45%), 13 (37%) e 16 (33%). Ja para o isolado
UB 228, as bactérias 03 (28%), 5 (48%) e 11 (48%) reduziram a germinacdo dos
esclerdcios. O isolado bacteriano mais eficiente na redu¢do da germinacao esclerocial

foio 11.

Palavras-chave: Bactérias, Podridao do colo, Controle Biolodgico.



IN VITRO EVALUATION OF PSEUDOMONAS SPP. TO CONTROL
SCLEROTIUM ROLFSII, CAUSAL AGENT OF THE STEM ROT OF
COMMON BEAN

Abstract - The stem rot of common bean (Phaseolus vulgaris) is caused by Sclerotium
rolfsii. This important disease is often observed in warm climates of the sub-tropical
and tropical regions. Many species of microorganisms have been tested as potential
biocontrol agents of diseases, including the fluorescent species of Pseudomonas spp.
The study aimed to evaluate effects of isolates of fluorescent Pseudomonas sp. on the
germination of sclerotia of S. rolfsii. The experiment was conducted in a complete
randomized design with four replications of 25 sclerotia placed in transparent plastic
boxes with sterilized soil. Two strains of S. rolfsii (UB 193 and UB 228) and 14 strains
of Pseudomonas spp. were tested. Treatments with Pseudomonas sp. were applied to
each of sclerotia at a dosage of 20 pl [10® bacterial cells / ml]. Against isolated UB 193,
four Pseudomonas sp. significantly reduced sclerotial germination (% of germinated
sclerotium): 03 (39%), 11 (45%), 13 (37%) and 16 (33%). With the UB 228 isolate the
results of sclerotial germination were: 03 (28%), 5 (48%) and 11 (48%). The most

efficient fluorescent Pseudomonas isolate in reducing sclerotial germination was the 11.

Key-Words: Bacteria, Collar rot, Biological Control.



INTRODUCAO

Podridao do colo ¢ uma doenga causada pelo patdogeno Sclerotium rolfsii, sendo
uma doenca importante e frequentemente observada em areas quentes, sub-tropicais e
tropicais. Essa doenga foi relatada em varios paises como Brasil, Bolivia, Equador,
Colombia, Venezuela, Costa Rica, México, EUA, Australia, Japao, Ceildo, Cuba, Havai
e Filipinas (ABAWI & PASTOR-CORRALES, 1990; WEBER, 1931). E observada em
diferentes plantas cultivadas como milho, feijdo, batata doce, tomate, melancia, banana,
beterraba, repolho, cenoura, café, algodao, alho, alface, manga e abacaxi (FERREIRA
& BOLEY, 1992). E essa ampla gama de hospedeiros do fungo se deve ao seu rapido
crescimento a producdo de acido oxalico e de enzimas degradadoras de parede celular
(ALMEIDA et al., 2001).

Muitas espécies de microrganismos tém sido testadas como agentes potenciais
para biocontrole de doengas, inclusive as bactérias dos géneros Pseudomonas spp. e
Bacillus spp. (CHANWAY et al., 2000; CHEN et al., 2000; RAMAMOORTHY et al.,
2001; FREITAS & AGUIAR VILDOSO, 2004; ORHAN et al., 2006). As
Pseudomonas sp. sdo bactérias gram-negativas, e portanto, apresentam alto teor lipidico
na parede celular (FERREIRA & SALGADO, 1995), pigmento verde-amarelado e
fluorescente sob comprimento de onda proximo ao ultra-violeta, denominados
pioverdina ou pseudobactinas que atuam como siderdéforos (BUCHANAN &
GIBBONS, 1974; MEYER & ABDALLAH, 1978). Esse género possui caracteristicas
taxondmicas de bastonete reto, raramente curvo; geralmente, possui mais de um flagelo
polar e metabolismo estritamente aerobio (STANIER et al.,, 1966; FERREIRA &
SALGADO, 1995). Dentro desse grupo as espécies mais importantes sdo Pseudomonas
fluorescens e Pseudomonas putida, geralmente estudadas como promotoras de
crescimento em plantas, e Pseudomonas aeruginosa, considerada patogénica a animais.

Sao bastante estudadas as bactérias isoladas da rizosfera e rizoplano de plantas,
porque promovem o crescimento das plantas e controlam patdgenos de solo, sendo
capazes de crescer e coloniza rapidamente o sistema radicular (PAL & MC SPADDEN
GARDENER, 2006). Os efeitos benéficos, exercidos pelas rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas podem ser conseguidos de forma direta através do estimulo ao
crescimento da planta, principalmente na auséncia dos microrganismos patogénicos, ou
forma indireta, através da protecdo microbioldégica (BERNARDES, 2006).

Isolados do grupo fluorescentes de Pseudomonas provenientes da periderme da

batata foram capazes de controlar diferentes espécies de patdgenos pela producdo de



sideroforos. O isolado 3551 de P. fluorensces reduziu a incidéncia de “damping-off”
causada por Pythium ultimum em algodoeiro, quando comparado a mesma espécie
mutante, incapaz de produzir sideréforos (LOPPER, 1988).

O patdgeno Thielaviopsis basicola, causador da podriddo preta das raizes em
fumo, foi controlado por P. fluorescens devido a producdo de composto volatil acido
hidrocianico (HCN) (VOISARD et al., 1989). O HCN também pode promover o
crescimento das plantas diretamente, aumentando o desenvolvimento de pelos
radiculares (LUZ, 1996). Certas espécies de Pseudomonas sdo produtoras de glucanases
e quitinases, enzimas que degradam a parede celular de fungos, constituidas por glucana
e quitina (FRIDLENDER et al., 1993). Alguns antibidticos sdo produzidos por
diferentes isolados de Pseudomonas sp. (ZAGO et al., 2000).

OBJETIVO
Avaliar a eficiéncia dos isolados de Pseudomonas sp. no controle da murcha-de-

esclerocio causada por Sclerotium rolfsii.



MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de micologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade de Brasilia.

Os isolados de S. rolfsii foram obtidos a partir da colegdo micologica da
Universidade de Brasilia. Nos experimentos foram utilizados dois diferentes isolados
nomeados UB 193 e UB 228. Esses isolados foram cultivados em placas com meio de
cultura so6lido de batata-dextrose-agar (BDA) e acondicionados em incubador (25 °C),
para estimular a produgao de esclerdcios de acordo com Punja (1985). Apds a produgao
de esclerocios, estes foram retirados com auxilios de pincel e transferidos para outra
placa de Petri, sem meio de cultura para inoculagdes posteriores.

Os isolados de Pseudomonas spp. utilizados, pertencem a cole¢do de bactérias
fitopatogénicas da Universidade de Brasilia e foram isoladas de diferentes culturas e
também de diferentes locais no Distrito Federal (Tabela 1). Esses isolados foram
plaqueados em meio B de King (KING et al., 1954) e as placas foram mantidas em
camera incubadora a 28 °C e fotoperiodo de 12 horas, durante 48 horas. Apods a
incubagdo a dilui¢do foi realizada com extragdo da colonia da placa de petri, sendo
diluida em 10 mL de 4gua destilada e autoclavada. A concentragcdo das diluigdes das
Pseudomonas spp. foram ajustadas a 10° células bacterianas/mL de agua destilada e
esterilizada (GANESAN & GNANAMANICKAM, 1987), a qual foi ajustada em
espectrofotometro, onde a concentracdo de trabalho equivalia ao intervalo entre 0,1 e
0,2 ABS.

O experimento foi realizado em recipientes de plastico transparente (Tipo-
Gerbox®; 11,5 x 11,5 x 3,5 cm) no controle de S. rolfsii. Neste experimento realizou-se
teste padrdo, onde se avaliou a interagdo patdgeno-antagonista, ndo realizando plantios.
Utilizaram-se caixas recipientes de plastico transparente, onde primeiramente foi
realizada a assepsia dos recipientes com alcool 70%, em seguida adicionou-se 200 g de
solo peneirado e autoclavado, acrescido de 70 mL de agua esterilizada. Em cada
recipiente de plastico transparente, colocou-se 25 esclerocios de S. rolfsii organizados
em cinco fileiras de cinco, utilizando pinga de relojoeiro flambada.

O tratamento foi aplicado sobre cada um dos esclerdcios na dosagem de 20 ul na
concentracio de 10° células bacterianas/mL. A suspensio preparada era agitada
frequentemente quando aplicada para evitar acimulo de material ao fundo. Os
recipientes de plastico transparente apenas com estruturas de resisténcia dos isolados de

S. rolfsii foram utilizados como testemunha. Em seguida os recipientes de plastico



transparente foram incubados em incubador a 25 °C com fotoperiodo de 12 h. A
avaliagdo foi realizada no décimo-quarto dia, anotando o numero de esclerdcios
germinados.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizados, com quatro repeti¢des.
Os dados foram submetidos & andlise de varidncia e as médias geradas foram
submetidas para comparacao pelo teste de Tukey (P < 0,05%) utilizando o programa

“ASSISTAT Versao” 7.6 beta (2011).



Tabela 1. Isolados de Pseudomonas sp. fluorescentes testados e seus locais de coleta.

Cadigo CULTURA LOCAL - DF DATA

Bactéria 01 | Jurubeba Riacho Fundo 05/09/2005
Bactéria 02 | Jurubeba Riacho Fundo 05/09/2005
Bactéria 03 | Jurubeba Riacho Fundo 05/09/2005
Bactéria 05 | Pimenta-do-reino Estacdo Experimental de Biologia - UnB | 12/09/2005
Bactéria 06 | Limao Tahiti Estacdo Experimental de Biologia - UnB | 12/09/2005
Bactéria 07 | Banana Estacdo Experimental de Biologia - UnB | 12/09/2005
Bactéria 08 | Banana Estacdo Experimental de Biologia - UnB | 12/09/2005
Bactéria 10 | Limao Tahiti Estacdo Experimental de Biologia - UnB | 12/09/2005
Bactéria 11 | Limao Tahiti Estacdo Experimental de Biologia - UnB | 12/09/2005
Bactéria 12 | Bambu Riacho Fundo 19/09/2005
Bactéria 13 | Jacaranda-do-Cerrado | Riacho Fundo 19/09/2005
Bactéria 14 | Jacarandid-do-Cerrado | Riacho Fundo 19/09/2005
Bactéria 15 |Jacarandi-do-Cerrado | Riacho Fundo 19/09/2005
Bactéria 16 |Banana Riacho Fundo 21/09/2005




RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse experimento foram testadas quatorze isolados Pseudomonas sp. de
diferentes culturas e locais no Distrito Federal com o isolado de S. rolfsii UB 193 ¢ UB
228. Com o isolado UB 193, quatro Pseudomonas sp. apresentaram controle na
germinagdo dos esclerdcios, foram as bactérias 03 (39%), 11 (45%), 13 (37%) e 16
(33%), com diferenga significativa da testemunha. Com o isolado UB 228 das quatorze
bactérias testadas, trés apresentaram diferenca significativa da testemunha, sendo as
bactérias 3 (28%), 5 (48%) e 11 (48%) demonstrando controle sobre a germinagdo dos
esclerocios. Analisando-se os resultados sobre os dois isolados de S. rolfsii, a bactéria
de niimero 11 apresentou maior eficiéncia no controle tanto do isolado UB 193 (45%)
quanto do UB 228 (48%) que foi o isolado da cultura do limao tahiti (Tabela 2). Esses
resultados mostram que as Pseudomonas spp. que apresentaram controle foram isolados
de diferentes culturas, como limao, jurubeba, pimenta-do-reino e outros confirmando o
trabalho feito por Queiroz et al., (2006), que testaram sete isolados de Pseudomonas,
Chryseobacterium, Paenobacillus e Serratia, obtidos da rizosfera de feijoeiro, cenoura e
citrus, em sementes de limoeiro-cravo, e constataram que todos os isolados colonizaram
o sistema radicular de forma abundante ou intermedidria, independente da cultura de
onde foram obtidos.

Estudos realizados por Shiomi et al., (2008) mostraram que rizobactérias
inibiram o crescimento micelial in vitro dos patdégenos R. solani, S. rolfsii, Fusarium
moniliforme Sheldon e Exserohilum turcicum (Pass.) Leonard & Suggs. Em questdo da
inibi¢do de crescimento de patdogenos podemos observar que de acordo com Liao
(1989), isolados de Pseudomonas putida inibiram o crescimento de um largo espectro
de bactérias patogénicas em meio de cultura.

Resultados promissores de controle biologico foram obtidos por Chen et al.,
(1995), os quais mostraram que, de 170 isolados endofiticos, 40 possuiam atividade de
biocontrole contra Rhizoctonia solani, em algoddo. Da mesma forma, Brooks et al.,
(1994) selecionaram isolados antagonicos a Ceratocystis fagacearum, agente causal da
murcha do carvalho, conseguindo uma reducdo de 39% de plantas doentes em
condicdes de casa de vegetagao.

Gravel et al., (2005), que realizaram sele¢ao de isolados de Pseudomonas spp.
com potencial para controle de Pythium aphanidermatum e Pythium ultimum, na

germinagdo de sementes € no tombamento de plantulas de tomate. Dos 237 isolados



testados, 40 apresentaram potencial para controle dos patdgenos, in Vitro e as espécies
P. corrugata, P. fluorescens, P. marginalis, P. putida, P. syringae e P. viridiflava
reduziram significativamente o tombamento de plantulas causado pelos patdgenos.

Segundo trabalho realizado por Barbosa et al., (2009) o isolado 38291 foi capaz
de restringuir o desenvolvimento do patégeno S. rolfsii causador da murcha-de-
esclerdcio no teste in vitro, reduzindo a severidade da doenga, observando que S. rolfsii
nem sempre estd fisicamente em contato com o tecido hospedeiro na fase de pré-
penetracao, logo, possivelmente, os compostos microbianos produzidos por essa
rizobactéria in vitro podem suprimir o crescimento do patégeno no solo, impedindo ou
retardardando o processo de infecgdo.

Susilo (2004) avaliando o potencial de rizobactérias como promotoras de
crescimento do tomateiro e agentes de controle bioldégico da murcha bacteriana
(Ralstonia solanacearum), verificou que cinco rizobactérias demonstraram atividades
antagoOnicas contra o patdgeno através da producdo de antibidticos e siderdforos.
Também reduziram significamente a severidade e a incidéncia da doenca quando
comparados a testemunha, demonstrando que rizobactérias com antagonismo detectado
in vitro podem ser consideradas como agentes potenciais para supressdo de patogenos.

O potencial antagénico de isolados de Pseudomonas fluorescens contra
Streptomyces scabies, agente causal da sarna comum da batata, foi testado em condigdes
de campo, acarretando aumento de 17,17% no indice de emergéncia de tubérculos, pelo
isolado C-21 (MARIANO et al., 1992). Esses valores comprovam o potencial de

indugdo de crescimento e controle de patdgenos dessas bactérias.



Tabela 2- Percentual de esclerocios de Sclerotium rolfsii (UB 193 e UB 228)
germinados (EG), ao 14° dia apds a aplicagdo dos tratamentos com Pseudomonas sp. e
dados estatisticos transformados em porcentagem de esclerocios de Sclerotium rolfsii

controlados (% EC).
S. rolfsii UB 193 S. rolfsii UB 228
TRATAMENTO
% EG" % EC % EG" % EC

Testemunha 100 a® o 100 ab 0
Bactéria 10 100 a 0 89 bc 11
Bactéria 14 100 a 0 100 a 0
Bactéria 05 100 a 0 52d 48
Bactéria 15 100 a 0 100 ab 0
Bactéria 07 100 a 0 100 ab 0
Bactéria 01 98 ab 2 100 ab 0
Bactéria 02 98 ab 4 100 ab 0
Bactéria 12 96 ab 4 94 ab 6
Bactéria 06 93 abc 7 99 ab 1
Bactéria 08 89 abcd 11 91 ab 9
Bactéria 16 67 bede 33 100 ab 0
Bactéria 13 63 cde 37 100 ab 0
Bactéria 03 61 de 39 72 ¢ 28
Bactéria 11 55e 45 52d 48
D.M.S. @ 7,9 - 3,9 -
C.V. (%)® 14,5 - 7,2 -

(1) Média de quatro repeti¢des com 25 esclerdcios.

(2) Médias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, P<
5%).

(3) Dados estatisticos transformados em porcentagem de esclerocios
controlados.

(4) Diferenga minima significativa (Tukey, P< 5%).

(5) Coeficiente de variacao



CONCLUSOES

O isolado 11 de Pseudomonas sp. foi o mais eficiente isolado, obtido a partir de
coleta de solo no DF em com cultivo de limao tahiti, apresentando redugdo da
germinagdo dos esclerddios do patdgeno.

Isolados de rizobactérias do grupo fluorescente de Pseudomonas spp. possuem
potencial para controle bioldgico de Sclerotium rolfsii, sendo necessario novos isolados

e realizagdo de testes in Vvivo.
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