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RESUMO

O Brasil ¢ um dos principais produtores de feijdo do mundo e devido a esse titulo novas
tecnologias de produgdo e controle de pragas e fitopatogenos vem nascendo para aumentar a
produtividade e diminuir as perdas no cultivo, com objetivo de potencializar ainda mais essa
producao e aumentar o escoamento. Com essas novas tecnologias o controle bioldégico vem
trazendo for¢a a ideia conservacionista de diminuicdo da quantidade de residuos no meio
ambiente e nos alimentos. Foram realizados trés experimentos, dois deles em recipientes tipo-
gerbox® ¢ um deles em placa de petri. No experimento in vitro com Trichoderma spp.
avaliou-se o desempenho de 66 isolados do antagonista sobre 2 isolados do fitopatogenos em
pareamento de colonias em placa de petri. No experimento com Pseudomonas sp. em gerbox,
foram testados 14 isolados de bactérias recuperadas da regido rizosférica de plantas do
Distrito Federal. Os tratamentos (suspensdes bacterianas) foram aplicados na concentracio de
108 sobre cada um dos esclerocios. Neste experimento com diferentes isolados de
Pseudomonas sp., observou-se o controle da germinagdo dos esclerdcios pelo isolado obtido
de raiz de limdo tahiti da Estagdo experimental de biologia da Universidade de Brasilia
(Isolado 11). Os tratamentos com fosfitos utilizados no experimento em gerbox foram onze,
nas doses indicadas pelos fabricantes. Neste experimento, avaliou-se o controle da
germinagdo dos esclerdcios observando-se que dentre os fosfitos que apresentaram algum
controle o que melhor controlou diminuindo significativamente a média de esclerdcios
germinados foi o Fosfito K2 (40% P205 + 20% K20 — “Fitofés K Plus”) aplicado na
concentragdo de 1,50 mL/L. No teste com diferentes isolados de Trichoderma (66 isolados),
mais de 80% se mostraram eficientes em relacdo aos dois isolados do patdogeno, mas dois
deles apresentaram melhor desempenho diferenciando-se de todos os outros estatisticamente,
o isolado de ntimero 15 (Coletado da regido do entorno do DF, em regides com cultivo de
alho) e o isolado 1642 (Pertencente a colecao micoldgica da Universidade de Brasilia).

O presente trabalho objetivou a avaliagdo do potencial de Pseudomonas sp. ¢ fosfitos na
inibigdo de germinagdo de esclerdcios de Sclerotium rolfsii e dos sintomas da podriddo-do-
colo, e do Trichoderma spp. no crescimento in vitro de S. rolfsii. Foram testados dois isolados

de S. rolfsii (193 e 228), comparando a eficiéncia dos tratamentos para cada um deles.

Palavras-chave: controle biologico, microrganismos antagonistas, fosfitos, Pseudomonas sp.,

Trichoderma spp.
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1. INTRODUCAO

A cultura do feijao comum (Phaseolus vulgaris) representa grande importancia econdmica
para o Brasil e mais especificamente para a regido centro-oeste, fazendo-se presente em
grandes ¢ pequenas propriedades (IBGE, 2010). Apesar da elevada importancia o feijao
comum tem sua produtividade diminuida devido a ocorréncia de doencas. Varios sdo os
agentes patogénicos que podem incidir na cultura e provocar perdas na qualidade e no
rendimento dos graos, em especial fungos, bactérias, nematoides. Dentre estes, o fungo
Sclerotium rolfsii Sacc., que causa a podridao do colo, ocorre na maioria das areas de plantio
(SANTOS, 1999).

O fungo Sclerotium rolfsii, causador da doenga conhecida por podriddo-do-colo, podridao-
do-esclerocio, murcha-do-esclerocios e outras, ocorre em diversas culturas, e na cultura do
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) tem causado danos em grande escala, principalmente
nas regides tropicais e subtropicais. Este fitopatégeno ocasiona danos pela destrui¢do do
cortex das plantas levando a morte. Em condi¢cdes de alta umidade, sobre as lesdes
desenvolvem-se um micélio branco de aspecto cotonoso, com a presenga das estruturas de
resisténcia, os esclerocios. O fitopatdgeno infecta as plantas invadindo o espago inter e
intracelular provocando a forma¢ao de manchas escuras com consequente podriddao do colo da
planta, murcha e morte das plantas (BIANCHINI et al., 2005).

A medida de controle da doenca, tal como, tratamento quimico, caracteriza-se por ser
imediata, ndo permitindo o desenvolvimento da doenca no ciclo da cultura, o que contribui
apenas para a diminui¢cdo do in6culo, além de que muitas vezes, o0 meio ambiente ¢ afetado
pelo excesso da aplicagdo destes agroquimicos. Assim, estas medidas devem estar associadas
a métodos que sejam eficientes no controle do fitopatdgeno, sem agredir o ambiente, uma vez
que os esclerocios podem permanecer vidveis no solo por até oito anos (BIANCHINI et al.,
2005).

A partir dessa visdo sobre o tratamento quimico iniciaram-se os trabalhos com
microrganismos antagonistas visando controlar esses fitopatdgenos e impedir ou diminuir seu
ataque as culturas. Alguns microrganismos utilizados no biocontrole de S. rolfsii sdo
Trichoderma spp. e Pseudomonas sp., além desses, fosfitos ja sdo comprovados como agentes
eficientes de controle alternativo.

Este trabalho teve por objetivo principal testar os isolados de Pseudomonas sp. e

Trichoderma spp. pertencentes as colegdes da Universidade de Brasilia quanto ao seu
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potencial antagdnico sobre o Sclerotium rolfsii, bem como selecionar os isolados que
apresentarem resultados satisfatérios que possam ser utilizados em testes “in vivo”
posteriormente. Além disso, objetivou-se também testar o potencial de inibicdo do

fitopatdgeno e crescimento micelial do fosfito.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cultura do Feijdo (Phaseolus vulgaris L.)

O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.) ¢ pertencente a familia Fabaceae ou
Leguminosae, ordem Rosales e género Phaseolus, esse género possui cerca de 55 espécies.
Admite-se dois locais de domesticag¢ao a essa cultura sendo um andino ¢ um mesoamericano
(GONCALVES, 2008). Seu ciclo varia de 61 a 110 dias, o que o torna uma cultura apropriada
para compor desde sistemas agricolas intensivos irrigados, altamente tecnificados, até aqueles

com baixo nivel tecnoldgico, principalmente subsisténcia (AIDAR, 2007).

Phaseolus vulgaris constitui uma das principais leguminosas cultivadas no Brasil, sendo o
nosso pais um dos maiores produtores mundiais de feijdo. A producdo nacional de feijdo no
ano de 2010 foi de 2 milhdes de toneladas superando em 28% a produgdo do ano de 2009, ou
seja, a producdo ¢ crescente a cada ano (IBGE, 2004), e nas regides central e sudeste ¢ uma
das principais culturas plantadas na entressafra em sistema irrigado (BARBOSA FILHO, et
al., 2001). Dependendo da regido, o plantio € feito em trés periodos do ano, contribuindo para
o abastecimento do mercado interno. Essa leguminosa tem um cultivo bastante variavel e ¢
observada em cultivos de subsisténcia, em areas limitadas e com pequena quantidade de

insumos (BOREM & CARNEIRO, 1998).

A posi¢do de destaque do Brasil na produgdo dessa leguminosa diante do cendrio mundial
esta relacionada com o fato desta ser o alimento basico da populacdo e constituindo uma das
principais fontes de proteina tanto para a dieta humana quanto animal (GODINHO, et al.,
1998). O feijao ¢ consumido em todas as classes sociais sendo a principal fonte proteica, de
minerais, vitaminas e fibras para as classes com menor poder aquisitivo. Quando comparada
com as proteinas de origem animal, apresenta um custo menor, fornecendo cerca de 20% das
necessidades de um adulto para uma série de nutrientes. O amido € o principal carboidrato
armazenado constituindo cerca de 60% a 65% da sua composicao total. As fibras encontradas
em forma de celulose e hemicelulose variam, no feijao cozido, entre 3% e 7%. Essas fibras
possuem utilizagdo terap€utica muito importantes para tratar diabetes, hiperglicemia, e outros.
E também uma importante fonte de ferro, fosforo, magnésio, manganés e também mesmo que

em menor quantidade de zinco, cobre e célcio.
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Alguns fatores afetam o cultivo dessa leguminosa tdo importante para a alimentacdo
brasileira entre eles estdo acidez do solo (FAGERIA & STONE, 1999; SILVEIRA et al.,
2000), caracteristicas fisicas do solo (CASTRO et al., 1987), disponibilidade hidrica
(SILVEIRA & STONE, 1998), e claro o ataque de fitopatogenos citando entre os mais

limitantes para essa cultura no Brasil o Sclerotium rolfsii, causador da podridao do colo.

2.2 Sclerotium rolfsii — Podrid&o do colo

Sclerotium rolfsii ¢ um patdgeno facultativo que sobrevive no solo sob forma de esclerodios
por periodos de um a trés anos. Foi registrado pela primeira vez em 1882, por Rolfs em
tomate — Solanum lycopersicum (PUNJA, 1985). Possui capacidade de competigdo saprofitica

e produz elevado nimero de esclerddios (Cardoso, 1994), tornando dificil seu controle.

Em relacdo aos isolados deste fungo em meios de cultura observa-se que apresentam
variagdo nas caracteristicas morfologicas e fisioldgicas dependendo da area de origem e do
hospedeiro também (PUNJA & GROGAN, 1983). Fatores fisicos influem no efeito do
crescimento micelial e desenvolvimento esclerodial, entre eles destaca-se a luz, (PUNIJA,

1985), ou seja, pode se afirmar que o S. rolfsii necessita da luz para produzir esclerddios.

A maioria das plantas susceptiveis ao S. rolfsii sdo classificadas como dicotiledoneas porém

ha também diversas hospedeiras entre as monocotiledoneas (PUNJA, 1985).

Podridao do colo ¢ o nome da doenca que esse fitopatdgeno causa. Essa doenca ¢ muito
importante e frequentemente observada em dreas quentes, sub-tropicais e tropicais onde o
feijoeiro ¢ cultivado (P. vulgaris). Esta foi relatada em varios paises como Brasil, Bolivia,
Equador, Colombia,Venezuela, Costa Rica, México, EUA, Austrilia, Japao, Ceilao, Cuba,
Havai e Filipinas (ABAWI & PASTOR-CORRALES, 1990; WEBER, 1931) e ¢ considerada
um fator limitante da produgio dessa cultura. E observada em uma grande faixa de plantas
cultivadas pertencente as mais diferentes familias, entre elas estdo, Curcubitaceae (meldo,
melancia e pepino), Graminae (arroz. milho e trigo) e Musaceae (banana), dentre outras
(CARDOSO, 1994a). A podridao do colo ocorre em regides de clima tipicamente tropical e
subtropical que apresentem temperatura e umidade do ar elevadas, e em seguida o periodo

seco (BLUM et al., 2003).
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Os seus sintomas iniciam-se no colo ao nivel do solo, caracterizados por lesdes marrom-
escuras e aquosas, que vao avancando pela raiz principal e pelo caule, com consequente
destruicao do cortex e da raiz principal (BLUM et al., 2003). Em condi¢des favoraveis a
doenca, essa podridao cortical ¢ aos poucos recoberta por um micélio branco no qual se
envolvem numerosos esclerddios pardos de forma e tamanho de um grao de mostarda. Como
consequéncia desse ataque a planta, a parte aérea também mostra sinais apresentando sinais
de amarelecimento das folhas superiores e inferiores, desfolha dos ramos e uma murcha

repentina que conduz a seca total (SARTORATO et al., 1987).

2.3 Controle Bioldgico

Podemos dizer que o conceito de doenga em si mudou nas ultimas décadas, anteriormente
0 objetivo era eliminar completamente o patdgeno com o uso indiscriminado e continuo de
produtos quimicos sem medir as consequéncias. Este procedimento provocou alteragdes no
ambiente, como a selecdo de patdgenos resistentes, ocorréncia de surtos de doengas
consideradas como secundarias, diminuicdo de microrganismos benéficos, além de causar
efeitos deletérios ao homem, aos animais ¢ ao ambiente, através do acimulo de residuos no

solo na dgua e nos alimentos (GRIGOLETTI JR et al., 2000).

Hé tempos, os pesticidas quimicos tém sido usados na agricultura, entretanto seus efeitos
colaterais tem estimulado a reducdo no seu uso e adogdo de métodos naturais menos

agressivos (GRIGOLETTI JR et al., 2000).

A partir do aumento dessa preocupacao, com acumulo de residuos prejudiciais e co destino
desses residuos tem se estudado formas de controle alternativos ao controle quimico, estdao
entre eles o controle bioldgico por Pseudomonas sp., Trichoderma spp., fosfitos, a aplicagao
de extratos vegetais (VALARINI et al., 1991); solarizagdo do solo (GHINI et al., 1993);
calagem; aplicacdo de residuos orgéanicos; ara¢do profunda (PUNJA, 1985), e também o uso
de cultivares resistentes ou tolerantes ao patogeno (ABAWI & PASTOR - CORRALES,
1990).

De acordo com Baker & Cook (1974), controle biologico ¢ a reducdo da densidade de
in6culo ou das atividades determinantes da doenca provocado por um patdgeno ou parasita,
nos seus estados de atividade ou dorméncia, por um ou mais organismos, realizado

naturalmente ou através da manipulagdo do ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou por
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introducdo em massa de um ou mais antagonistas. O uso do controle bioldgico na agricultura
vem de tempos remotos, a cinco mil anos antes de Cristo os egipcios ja faziam uso dessa

pratica (COOK & BAKER, 1983).

Os mecanismos de controle biolégico podem ocorrer simultaneamente durante todo o
processo de vida do antagonista. A capacidade para produzir tais substancias e o seu efeito
pode variar entre espécies e até mesmo entre isolados da mesma espécie (PAPAVIZAS,1985;
RIDOUT et al., 1988). Os agentes biocontroladores exercem efeito benéfico sobre as plantas,
por diferentes mecanismos de acdo, diretos ou indiretos, tais como competi¢dao, antibiose,

parasitismo e inducao de resisténcia (RAMAMOORTHY et al., 2001; WHIPPS, 2001).

A identificagdo de espécies antagOnicas a determinados patdgenos e sua aplicagdo em
estudos in vitro e in situ levam ao entendimento dos processos pelo qual o biocontrole se
aplica. Apesar disso, o controle biolégico nem sempre pode ser atribuido a acdo de um
simples fator, pois compreende mecanismos complexos. Ao contrario do controle quimico o
biocontrole ndo erradica completamente o patdogeno de forma imediata, ¢ a sua otimizagao
esta direcionada a métodos preventivos aliados a outros fatores ligados ao manejo integrado

de doencas (BERNARDES, 2006)

Buscando adaptar o uso do controle bioldgico para a agricultura, estudos sobre o solo, seus
habitantes, suas interacdoes e formas de manejo comegaram a ser investigados com rigor
cientifico somente no século XIX. De 20 anos para os tempos de hoje, foram registrados cerca
de 40 produtos comerciais de origem biologica nos EUA, pelo investimento de pesquisa nessa

area (PAULITZ & BELANGER, 2001).

2.4 Fosfitos — Aspectos gerais

O fosfito ¢ um composto derivado de 4cido fosforoso (H2PO3) 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 tem alta solubilidade em agua e em
solventes organicos e sao absorvidos mais rapidamente por raizes e folhas do que os fosfatos

(BLUM et al. 2006; BLUM, 2008; NEVES, 2006; RIBEIRO JUNIOR, 2006).
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Especificamente em relagdo ao uso de fosfito ha relatos da sua acdo toxica contra
determinadas espécies de fungos, e também do seu papel na indugdo de defesa a planta (ALI

etal., 1993; VARADAJAN et al., 2002).

O uso de fosfitos abrange um largo espectro de culturas relatado em seus rotulos, incluindo
graos, olericolas, ornamentais e fruteiras. Estes tém sido indicados para controle de fungos do
género Phytophthora e outros fungos causadores de podriddes do colo, raiz, tronco e frutos.
Tais substancias ja tiveram eficiéncia comprovada contra Phytophthora em cultivos de citros

(Citrus sp) (BOER et al., 1990) e em mamoeiro (DIANESE et al., 2007).

A acdo dos fosfitos contra alguns fungos foi relatada varias vezes contra diferentes
patogenos das plantas cultivadas ndo sé agindo diretamente, inibindo o desenvolvimento dos
fungos, como também agindo indiretamente, induzindo resisténcia a planta. Os fosfitos agem
inibindo o crescimento micelial e a esporulacdo do patégeno, além de induzir na planta a
produgdo de fitoalexinas fenilalanina-amonia-liase e compostos como a lignina e o etileno que
agem no processo de defesa da planta NEMESTOTHY & GUEST, 1990; PANICKER &
GANGADHARAN, 1999).

A utilizagdo de fertilizantes a base de fosforo esta se tornando uma alternativa cada vez
mais comum na agricultura; ndo s6 por induzirem prote¢do as plantas contra determinadas
doencgas, mas também por proporcionarem beneficios nutricionais € incrementos na produgao

(NOJOSA, 2002; NOBRE, 2005).

O uso de fosfitos tem despertado interesse nas pesquisas pois podem ser recomendados
como uma alternativa aos fungicidas contribuindo para evitar a resisténcia. No Brasil varias
formulacdes a base de fosfitos de potassio t€ém sido comercializadas e comumente utilizadas
como fonte de fosforo aplicados via foliar. Entretanto ainda existe uma caréncia de dados
quando falamos de fosfito serem indutores de resisténcia. Na maioria dos resultados de
pesquisa encontramos dados que dizem ocorrer uma agdo curativa do ion fosfito contra

patogenos e nao afirmando os a indugado de resisténcia (NOJOSA et al., 2005)

2.5 Pseudomonas sp. — Biocontrole

As Pseudomonas sp. sdo bactérias gram-negativas, e portanto, apresentam alto teor lipidico

na parede celular (FERREIRA & SALGADO, 1995), pigmento verde-amarelado e
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fluorescente sob comprimento de onda préoximo ao ultra-violeta (Figura 1), denominados
pioverdina ou pseudobactinas que atuam como sideréforos (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 aerébio (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.

Esses microrganismos podem ser encontrados na agua e no solo. Algumas propriedades
dessas bactérias permite a adaptagdo a diferentes habitats e possibilita que ela colonize

ambientes tais como solo e rizosfera (STANIER, 1996).

As Pseudomonas sp. recebem atengdao especial no meio cientifico, ndo sé pela sua
versatilidade metabdlica, que lhes confere capacidade de se estabelecer em diversos
ambientes, pelo grande potencial de colonizagdo radicular e por serem promissoras na
producdo de reguladores de crescimento e antibidticos, mas também pela facilidade de cultivo
in vitro e de manipulagdo genética (HASS & KELL, 2003). Entretanto, o desenvolvimento de
produtos comerciais a partir de Pseudomonas sp. é de dificil realizagdo pelo comportamento

instavel dessas bactérias (FREITAS & AGUILAR-VILDOSO, 2004).

Embora houvesse muitos relatos sobre a atuagdo de Pseudomonas sp. como agentes de
biocontrole, ndo era possivel confirmar se o isolado persistia na rizosfera, ja que ¢ um género
facilmente encontrado nas raizes de plantas ndo tratadas com microrganismos, tornando-se
impossivel a diferenciacao entre isolados nativos e introduzidos (MARIANO & KLOEPPER,
2000). A partir do emprego de técnicas como uso da resisténcia a antibidtico e a aplicagdo da
engenharia com o desenvolvimento de linhagens mutantes, conseguiu-se demonstrar o
estabelecimento de certas rizobactérias na rizosfera, e simultaneamente, sua capacidade no

controle de fitopatogenos (HASS & KEEL, 2003).

Os sideroforos produzidos por essas bactérias, que sdo compostos organicos que atuam na
captacdo de ferro por certos organismos, além de promoverem melhor nutricdo, que se
converte em maior crescimento vegetal, privavam outros microrganismos nativos de ferro,
dificultando seu crescimento e estabelecimento na rizosfera e a possivel colonizacdo de

patogenos (KLOEPPER et al., 1980). Alguns trabalhos vieram refor¢ando essa ideia mais
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tarde. Isolados do grupo fluorescentes de Pseudomonas provenientes da periderme da batata
foram capazes de controlar diferentes espécies de patdogenos pela producao de siderdforos. 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

sider6foros (LOPPER, 1988).

A produgdo de compostos antibidticos por Pseudomonas sp. fluorescentes também é uma
propriedade capaz de suprimir patdégenos. Foi verificado in situ, que P. fluorescens, obtido de
raiz de trigo, controlou Gaeumannomyces graminis var. tritici, pela produ¢dao de metabolito
secundario (TOMASHOW & WELLER, 1988). Posteriormente, essa evidéncia foi
confirmada, pelo uso de espécies mutantes incapazes de produzir esses metabdlitos, quando

inoculadas em trigo e na presenga do patdgeno (TOMASHOW et al., 1990).

O patogeno Thielaviopsis basicola, causador da podridao preta das raizes em fumo, foi
controlado por P. fluorescens devido a produgdo 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 sao produtoras de glucanases e quitinases, enzimas que degradam a
parede celular de fungos, constituidas por glucana e quitina (FRIDLENDER et al., 1993).
Alguns antibioticos sdo produzidos por diferentes isolados de Pseudomonas sp. (ZAGO et al.,
2000).

Essas bactérias colonizam sitios especificos nas raizes, sendo relacionadas com o fendmeno

de exclusdo de nicho (KLOEPPER et al., 1980).

2.6 Trichoderma spp — Aspectos gerais

O fungo agente de controle biologico Trichoderma spp. sdo fungos de ocorréncia natural no
solo, principalmente nos solos organicos podendo viver saprofiticamente ou parasitando
outros fungos, estando ai muitas vezes a sua importancia no uso em controle biologico. Sao
agrupados na ordem Moniliales, familia Moniliaceae. Produzem conidios em abundancia a
partir de células conidiogénicas originadas de estruturas denominadas conidi6foros que sdo
formadas diretamente a partir das hifas vegetativas (MELO & AZEVEDO, 1991).

Em meio de cultura, as culturas de Trichoderma crescem em ritmo elevado apresentando
inicialmente uma superficie lisa e quase translucida. Posteriormente a colonia pode se tornar

flocosa ou compacta com tufos. Sua colora¢do verde ou amarelada deve-se a pigmentagdo dos
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conidios e a quantidade dos conidios produzidos. O micélio ¢ formado por hifas hialinas,
ramificadas e de paredes lisas. Os conididforos sdo muito ramificados com formato conico ou
piramidal, e quase sempre sdo formados em anéis sazonais, produzindo zonas concéntricas.
Os conidios tem formato subglobosos, ovoides, elipsoides ou elipticos cilindricos, sendo
produzidos em série com variagdo da coloragdo de verde amarelo ou verde claro (MELO,
1991).

O que se destaca nos Trichodermas ¢ a capacidade de se associar as raizes de plantas. A
interacdo ¢ uma simbiose que ocorre por mecanismos similares aqueles de fungos
micorrizicos (BENITEZ et al., 2004). Essa interago se inicia com a colonizagio da superficie
externa das raizes, e pode tanto ser restrita ou mesmo ocorrer por toda regido das raizes,
mediante produgdo de celulases (AHMAD & BAKER, 1987) e da invasdo da primeira ou
segunda camada da epiderme pelas hifas, com produgdo de proteinas que permitem a adesdo a
superficies hidrofébicas (KERSHAW & TALBOT, 1998).

Além de ser utilizado em controle de fitopatogenos os fungos do género Trichoderma sio
frequentemente utilizados como promotores de crescimento, ou seja, promove efeitos
benéficos na germinagdo das sementes, na emergéncia e desenvolvimento de plantulas e
também na frutificagdo. O mecanismo pelo qual esses resultados benéficos sdo observados ¢
pelo fato de os nutrientes solubilizados se tornarem disponiveis para absor¢do das raizes
reduzindo assim a necessidade de adubacdo (ALTOMARE ET AL., 1999; KLEIFELD &
CHET, 1992).

Sao varios os mecanismos usados pelos fungos do género Trichoderma sdo eles:
parasitismo, amensalismo, competicao e inducao de resisténcia da planta. O mecanismo pelo
qual o fungo € capaz de penetrar as estruturas de outro fundo, nesse caso do patdgeno, €
denominado parasitismo. Essa penetra¢do ¢ realizada principalmente nas hifas, utilizando
enzimas que degradam a parede celular, desta forma ocorre o consumo dos nutrientes que
compunham as estruturas do fitopatdogeno. Os antagonistas que agem dessa forma sdo
denominados hiperparasitas ou hiperpatogenos (BLUM et al.,, 2006); Antibidticos sdo
metabolitos produzidos no mecanismo de amensalismo ou antibiose pelos quais o antagonista
destroi ou inibe o crescimento do patogeno (DENNIS & WEBSTER, 1971; BENITEZ et al.,
2004). a competicdo consiste na interacdo de dois ou mais organismos concorrendo por
alimento, espago e oxigénio (WELLER, 1988; BENITEZ et al., 2004); a indugdo de
resisténcia a planta ocorre a partir da penetracdo do Trichoderma nas raizes, fazendo assim

com que a planta produza uma resposta a invasdo, acumulando fitoalexinas, flavonoides,
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terpenodides, derivados fenolicos, e outros compostos que ndo afetem o desempenho do

Trichoderma (BENITEZ et al., 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de micologia do instituto de Ciéncias
biologicas da Universidade de Brasilia e em casa de vegetacao da Estacdo experimental de

biologia da Universidade de Brasilia.

3.1 Obtencéo e manutenc¢éo do Antagonista — Pseudomonas sp.

Os isolados utilizados no experimento pertencem a colecao bacteriologica da Universidade
de Brasilia e foram isoladas de diferentes culturas e também de diferentes locais no Distrito
Federal (Tabela 1). Esses isolados sdo armazenados em diluicdes em agua e para serem
utilizados no experimento em frascos plasticos do tipo “Gerbox” os mesmos foram
plaqueados em meio B de King (KING et al., 1954) e com alca de Drigalsky riscando-se para
estimular o crescimento da coldnia bacteriana (figura 2).

Apds 48 horas ja podia realizar-se a montagem do experimento. Enquanto nido eram
utilizadas as colonias em placas de petri e meio B de King eram armazenadas em camaras do
tipo BOD com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 28°C. A concentracdo de trabalho
com Pseudomonas spp. era de 108 células bacterianas/ml de agua destilada e esterilizada
(GANESAN & GNANAMANICKAM, 1987), a qual era ajustada em aparelho de
espectrofotometro que mede em absorbancia (ABS), onde a concentracdo de trabalho

equivalia ao intervalo entre 0,1 e 0,2 ABS.

3.2 Obtencdo e manutenc¢éo do Antagonista - Trichoderma spp.

Os isolados de Trichoderma utilizados nos experimentos sdo provenientes da colegdo
micologica da universidade de Brasilia e outros provenientes de coletas de solo na Estagdo
experimental de biologia da Universidade de Brasilia e regides do Distrito Federal e Goias
(Tabela 2).

Para isolamento de Trichoderma spp. do solo foram feitas coletas de amostras de solo
compostas. Foi utilizado o método de diluigdo em série, inicialmente foram homogeneizados
10 g de solo em 90 ml de 4gua destilada, sendo essa a diluigio 1071, A segunda diluigdo
(1072) foi realizada transferindo-se 1 ml da primeira diluigdo para um recipiente com 9 ml de

dgua, e assim sucessivamente até a diluicdo 107>, Apds essa diluicdo, da diluicdo de
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concentracio 107> foi pipetado 1 ml e transferido para Placa de petri contendo meio batata-
dextrose-agar (BDA) (GONZALES, 1999) com adi¢do de antibidtico. A repicagem das
regides com ocorréncia de Trichoderma foi feita 96 horas apos esse procedimento. As culturas
de Trichoderma obtidas por esse método foram armazenadas em camaras de fotoperiodo de
12 horas e temperatura de 26°C do tipo BOD.

Além do isolamento de Trichoderma por esse método descrito anteriormente foram usados
nos experimentos colonias fingicas pertencentes a colecao micologica da Universidade de
Brasilia. Essas foram transferidas para o meio batata-dextrose-agar em placa de petri para
posteriormente serem utilizadas nos tratamentos. Esses isolados foram mantidos em camara
do tipo BOD com temperatura de 26°C ¢ fotoperiodo de 12 horas, sendo repicados a cada 15
ou 20 dias.

3.3 Obtencédo e manutencdo do patdgeno — Sclerotium rolfsii

O inoculo, ou seja, os isolados de Sclerotium rolfsii foram obtidos a partir da cole¢do
micoldgica da Universidade de Brasilia e da Embrapa e armazenados em camaras do tipo
BOD com foto periodo de 12 horas e temperatura de 26°C, para estimular a produgdo de
esclerodios de acordo com Punja (1985). Nos experimentos realizados foram utilizados dois
diferentes isolados para posterior comparacao sendo eles nomeados 193 e 228.

Apos a produgdo de esclerodios estes eram retirados do meio de cultura com auxilio de
pincel e transferidos para outra placa de petri, previamente esterilizada, sem meio de cultura

somente com a finalidade de armazenamento.

3.4 Conducao dos experimentos

3.4.1 Pareamento de col6nias em placa de petri (Trichoderma spp. x S. rolfsii)

No experimento a ser descrito foi utilizado o método de pareamento de coldnias, antagonista
e patdgeno, em placa de petri utilizando-se meio de cultura batata-dextrose-agar (MELLO et
al. 2007). Em placas de petri previamente autoclavadas e em camara de fluxo laminar
contendo meio BDA solidificado, foram depositados discos (5 mm de didmetro), ou seja,
pedacos das colonias com idade de trés dias de cultivo. A disposicdo em cada placa foi

realizada colocando-se simultaneamente em extremidades opostas da placa.
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No caso das testemunhas transferiu-se para o centro das placas contendo meio BDA um
disco também de 5 mm de diametro do fitopatdogenos ou do antagonista para acompanhar seu
crescimento micelial e o desenvolvimento dos fungos, ndo sendo pareadas as colonias opostas
neste caso.

As placas foram incubadas em ambiente controlado, a 24°C em camaras tipo BOD, com
fotoperiodo de 12 horas. Apos sete dias de cultivo, avaliou-se o crescimento micelial dos
fungos, conforme escala proposta por Bell et al. (1982). De acordo com essa escala, os
isolados foram classificados por meio de notas: nota 1, crescimento de Trichoderma sobre o
patdogeno, 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, ocu-
pando 1/3 da superficie do meio e nota 5 - auséncia de crescimento de Trichoderma, patogeno
ocupando toda a superficie do meio. Os experimentos foram realizados com quatro repetigoes.

O isolado foi considerado como eficiente quando sua nota era menor ou igual a 3,0 (Figura 3).

3.4.2 Pseudomonas spp. em caixas tipo-gerbox®

Os experimentos em recipiente tipo-gerbox® com Pseudomonas sp. foi realizado em
padrao. Nesse tipo de experimento so foi avaliada a interacdo patdégeno-antagonista, pois nao
foi realizado plantio. Foram feitas quatro repeti¢cdes de cada um dos tratamentos.

Primeiramente foi realizada a assepsia dos recipientes com alcool 70% e entdo foram
colocados 200 gramas de solo previamente esterilizado e peneirado em cada um dos
recipientes tipo-gerbox.

Apo6s enchimento de todos, foi adicionada agua destilada na quantidade de 70 ml em cada
um deles e entdo se colocou os esclerddios organizados em cinco fileiras de cinco totalizando
25 esclerdceios por gerbox, utilizando-se pinga de relojoeiro flambada (Figura 4).

Os tratamentos utilizados foram suspensdes bacterianas dos isolados presentes na colec¢ao
bacteriologica da Universidade de Brasilia, provenientes de diferentes culturas e locais no
Distrito Federal. Estes foram aplicados em concentracdo recomendada, ou seja, mais descrita
em literatura. O tratamento foi aplicado sobre cada um dos esclerdcios na dose de 20 pl e em
concentragio de 108. A suspensido bacteriana foi preparada e agitada e quando aplicada era
frequentemente agitada para evitar acimulo de material ao fundo. Na testemunha ndo foi

aplicada solugdes, avaliando a germinagao dos esclerdcios.
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As avaliagdes foram feitas ao sétimo dia e ao décimo-quarto dia e foi avaliada a quantidade
de esclerocios germinados.

O delineamento estatistico empregado foi o de experimento inteiramente casualizado com
quatro repeti¢cdes por tratamento. Os dados foram submetido a analise de variancia — anova e
as médias dos tratamentos foram comparadas através do teste de Tukey (P = 0,05 %). As
analises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando-se o programa “ASSISTAT Versao

7.6” Beta (2011).

3.4.3 Fosfitos em caixas tipo-gerbox®

Além do experimento em recipiente tipo-gerbox® com Pseudomonas sp. foi realizado o
experimento em caixas gerbox testando diferentes fosfitos em suas doses recomendadas em
seus rotulos comerciais e este foi realizado em padrao. Nesse tipo de experimento s6 foi
avaliada a interacdo patogeno-antagonista, pois ndo foi realizado plantio. Foram feitas quatro
repeti¢des de cada um dos tratamentos, e os mesmos foram dispostos ao acaso.

Primeiramente foi realizada a assepsia dos recipientes com alcool 70% e entdo foram
colocados 200 gramas de solo previamente esterilizado e peneirado em cada um dos
recipientes tipo-gerbox.

Apo6s enchimento de todos, foi adicionada agua destilada na quantidade de 70 ml em cada
um deles e entdo se colocou os esclerddios organizados em cinco fileiras de cinco, utilizando-
se pinga de relojoeiro flambada (Figura 4).

Os tratamentos utilizados foram utilizados 11 fosfitos como dito anteriormente em doses
indicadas pelo fabricante [Fosfito Cu (25% P20s5 + 5% Cu — “Fitofés Cu”) — 2,5 mL/L;
Fosfito Zn (40% P20s + 10% Zn — “Phytogard Zn”) — 2,5 mL/L; Fosfito K1 (40% P20s5 +
20% K20 — “Phytogard K”) — 2,5 mL/L; Fosfito Mgl (30% P20s + 4% Mg — “Phytogard
Mg”) — 3,00 mL/L; Fosfito Cal (30% P205 + 7% Ca — “Phytogard Ca”) — 3,00 mL/L;
Fosfito Ca2 (10% P205 + 6% Ca — “Fitofos Ca”) — 4,00 mL/L; Fosfito K2 (40% P205 +
20% K20 — “Fitofés K Plus”) — 1,50 mL/L; Fosfito Mg2 (40% P205 + 6% K20 — “Fitofds
Mg”) — 1,5 mL/L; Fosfito K3 (20% P205 + 20% K20 — “Nutex Premium 00-20-20) — 1,75
ml/L; Fosfito K4 (30% P205 + 20% K20 — “Nutex Premium 00-30-20”) — 1,75 mL/L;
Fosfito K5 (27% P205 + 27% K20 — “Hortifos PK”) — 3,00 mL/L].

As avaliagdes foram feitas em relacdo ao nimero de esclerdcios germinados e foram feitas

avaliagdes no sétimo dia e no décimo-quarto dia.
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O delineamento estatistico empregado foi o de experimento inteiramente casualizado com
quatro repeticdes por tratamento. Os dados foram submetido a analise de varidncia — anova e
as médias dos tratamentos foram comparadas através do teste de Tukey (P = 0,05 %). As
analises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando-se o programa “ASSISTAT Versao

7.6” Beta (2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito dos isolados de Trichoderma spp. sobre os isolados de S. rolfsii em experimento

de pareamento de colonias em placa de Petri.

Foram testados 66 isolados de Trichoderma, e entre estes testados contra o isolado de S.
rolfsii 193 de acordo com analise estatistica dos dados de avaliagdo observou-se que 55 desses
isolados do antagonista testados apresentaram controle sobre o crescimento do patégeno, ou
seja, mostraram-se eficientes. Com relac¢@o ao isolado de S. rolfsii 228, um niimero menor de
isolados de Trichoderma foram eficientes no controle do crescimento do patdégeno, somente
48 dos 66 testados apresentaram eficiéncia, considerando que os isolados eficientes foram
aqueles que receberam nota até 3 na escala de Bell (Tabela. 3).

Em comparagao as analises dos dados de avaliagao correspondente aos dois isolados de S.
rolfsii, o isolado do antagonista mais eficiente foi 0 mesmo para os dois isolados do patogeno,
confirmando ainda mais seu potencial antagonico. Este foi o isolado de nimero 15, coletado
em solo do Distrito Federal com cultivo de alho, este além de se diferenciar da testemunha
diferenciou-se de todos os outros isolados testados. No caso do teste realizado com S. rolfsii
228, outro isolado do antagonista apresentou o mesmo resultado do isolado de numero 15, o
de nimero 1642, pertencente a colegdao micoldgica da Universidade de Brasilia. O isolado
1642 também destacou-se no teste com o S. rolfsii 193, ficando com média estatistica das
notas menor do que 2.

Confirmando os resultados deste trabalho podemos observar a confirmagdao do potencial
antagdnico de isolados de Trichoderma spp. por diversos trabalhos cientificos. Entre esses o
primeiro que descreveu um isolado de Trichoderma como agente de biocontrole foi publicado
em 1932 (WEINDLING, 1932). Desde entdo, varias espécies do género tem sido pesquisadas
e desenvolvidas como agentes de biocontrole para diversos patogenos (MELLO et al. 2007).

Podemos citar dados que indicam o potencial antagonista de isolados de Trichoderma
provenientes de diferentes regides brasileiras, contra patdgenos distintos por LOUSADA et al.
(2009). A literatura refere-se a espécies de Trichoderma como parasitas de uma ampla gama
de fitopatdgenos, diferentemente da maioria dos agentes empregados no biocontrole de
doencas de plantas que geralmente apresentam certo grau de especializag¢do. Entretanto, o
nivel de controle pode variar, dependendo do isolado e de sua adaptacdo as condi¢des bidticas

e abidticas, dentro e entre espécies de Trichoderma (DENNIS & WEBSTER 1971a, b),
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confirmando os dados obtidos nesse trabalho onde entre uma ampla gama de isolados testados
muitos apresentaram controle do fitopatdgenos mas s6 dois apresentaram diferenga em
relacdo a todos os outros apresentando maior nivel de controle.

O potencial antagonico do Trichoderma ao S. rolfsii foi constatado por NEUNFELD et al.
(2007), onde foram testados in vitro e in vivo e confirmou-se o potencial antagdnico sobre o
patdgeno e no controle do tombamento em soja causado por S. rolfsii.

LIMA et al. (2007) constataram que a imersdao de bulbilhos de alho em suspensdo de
esporos de Trichoderma asperellum pode ser usado isolado ou associado a fungicidas
melhorando o stand de plantas. SILVA (1997), observou que isolados de T. viride ¢ T.
harzianum foram efetivos quanto a inibi¢do micelial do S. rolfsii (80 a 100%). O mesmo foi
encontrado por ETHUR et al. (2001) onde foram selecionados quatro de 12 isolados de
Trichoderma spp. que inibiram o crescimento micelial de S. sclerotiorum de 95 a 100%.

A efetividade de Trichoderma spp. sobre S. sclerotiorum, utilizando-se a técnica de
confronta¢do direta, ou seja, parecamento de colonias em placa de petri, foi demonstrada
(ZAZZERINI & TOSI, 1985; BARROS et al., 1987; SILVA, 1997; ETHUR et al., 2001),
sem, no entanto, haver mengdo a espécie em estudo. Isolados de T. virens previamente
selecionados em testes in vitro foram efetivos quanto ao tombamento de mudas causado por S.
sclerotiorum, o qual é um patdgeno causador de “damping-off” de pré e pos-emergéncia em
muitas culturas (CARDOSO, 1994).

Observando dados pode se afirmar que o controle bioldgico, através da introducdo de
antagonistas, pode ser considerado uma alternativa vidvel para o controle de fungos de solo
como S. sclerotiorum, S. rolfsii e outros. Isolados de Trichoderma spp. selecionados em testes
in vitro e in vivo sdo considerados excelentes agentes de biocontrole e possuem a vantagem de
ndo afetarem ao ser humano (MELO, 1996) e ndo causarem impacto negativo no meio

ambiente (PATRICIO et al., 2001).

4.2 Efeito da aplicacdo de suspensio bacteriana de Pseudomonas sp. sobre a germinagio

dos esclerodios em recipientes gerbox®

Nesse experimento em que foram testadas diferentes Pseudomonas sp. de diferentes
culturas e locais no Distrito Federal foram testadas quatorze isolados e entre esses, com
relag@o ao controle ao isolado 193 de S. rolfsii, quatro delas se destacaram. Ja com relagdo ao
isolado 228 somente trés delas se destacaram. Isso pode ser explicado pela diferenca de

viruléncia dos isolados.
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No teste com o isolado 193 as Pseudomonas sp. que apresentaram controle na germinagao
dos esclerocios foram as bactérias 03, 11, 13, 16 e entre essas a que mais se destacou, ou seja,
que apresentou um maior controle foi o isolado 11. Ja no teste com o isolado 228 os isolados
que demonstraram controle sobre a germinagao dos esclerdcios foram as bactérias 03, 05 e 11,
e duas delas apresentaram um controle mais eficiente se diferenciando dos outros tratamentos
em teste, foram elas a 05 e a 11. Analisando-se os resultados sobre os dois isolados de S.
rolfsii a bactéria de nimero 11 apresentou maior eficiéncia no controle tanto do isolado 193
quanto do 228 (Tabela 4).

Em questao da inibicdo de crescimento de fitopatogenos podemos observar de acordo com
LIAO (1989), que isolados de Pseudomonas putida inibiram o crescimento de um largo
espectro de bactérias fitopatogénicas em meio de cultura, isso pode ser comparado aos
resultados deste trabalho pois ndo houve a relacdo com a planta somente agente de
biocontrole-patégeno.

A produgdo de compostos antibidticos por Pseudomonas sp. fluorescentes também é uma
propriedade capaz de suprimir patogenos. A agdo in situ de um isolado de Pseudomonas
fluorescens, obtido de raizes de trigo, controlou Gaeumannomyces graminis var. tritici, pela
producdo de metabolito secunddrio fenazina-1-acido-carboxilico (PCA), também foi
verficada. Posteriormente, isso foi confirmado por espécies mutantes incapazes de produzir
PCA, quando inoculadas em trigo na presenca do patogeno (TOMASHOW et al., 1990).

VAN PEER et al. (1991) observaram que Pseudomonas fluorescens, isolado WCS417,
diminuiu o sintoma provocado pela murcha de fusarium do cravo, quando o patdgeno
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi foi aplicado no caule das plantas.

O potencial antagénico de isolados de Pseudomonas fluorescentes 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, pelo isolado C-21 (MARIANO et
al, 1992). Esses valores comprovam o potencial de indugdo de crescimento e controle de
fitopatdgenos dessas bactérias.

VOISARD et al. (1989) observaram a supressdo do patdgeno Thielaviopsis basicola,
causador da podridao preta das raizes em fumo, por P. fluorescens CHAO devido a produgao
do composto volatil acido hidrocianico (HCN).

Em se tratando de estimular o crescimento das plantas, LUZ (1996) relata que o HCN
também pode promover o crescimento das plantas diretamente, aumentando o

desenvolvimento de pelos radiculares.
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4.3 Efeito da aplicacio de fosfitos sobre a germinacio dos esclerdédios em recipientes

gerbox®

Nesse experimento em recipiente gerbox, onde foram testados onze diferentes fosfitos estes
foram testados sobre os dois isolados de Sclerotium rolfsii, 193 e 228, € em se tratando do
efeito sobre o isolado 193 no décimo-quarto dia de avaliacdo, seis destes onze fosfitos
testados apresentaram uma redu¢do na germinagao de esclerdcios em relagdo a testemunha.
Entre esses seis fosfitos que melhor controlaram este percentual de germinacdo, um deles
apresentou maior controle e apresentou diferenga em relacao a todos os tratamentos aplicados,
inclusive a testemunha. Os fosfitos, Fosfito Mgl (30% P20s + 4% Mg — “Phytogard Mg”),
Fosfito K1 (40% P20s + 20% K20 — “Phytogard K”), Fosfito Cu (25% P20s5 + 5% Cu —
“Fitofos Cu”), Fosfito K2 (40% P20s + 20% K20 — “Fitofos K Plus”), Fosfito K5 (27% P20
+ 27% K20 — “Hortifds PK”) e Fosfito Cal (30% P20s + 7% Ca — “Phytogard Ca”) foram
os que diferiram da testemunha estatisticamente ¢ o Fosfito Cal (30% P20s5 + 7% Ca —
“Phytogard Ca”) foi o que diferiu da testemunha e de todos os outros tratamentos aplicados.
No isolado 228, dos onze fosfitos testados nove deles demonstraram controle da germinacao
dos esclerdcios por apresentarem diferenga estatistica em relagdo a testemunha e um deles
apresentou maior controle pois além de diferenca em relagdo a testemunha apresentou
também em relacdo aos outros tratamentos destacados. Foram estes nove, fosfito K4 (30%
P205 + 20% K20 — “Nutex Premium 00-30-20), Fosfito Ca2 (10% P205 + 6% Ca —
“Fitofos Ca”), Fosfito K1 (40% P20s + 20% K20 — “Phytogard K”), Fosfito K3 (20% P205
+ 20% K20 — “Nutex Premium 00-20-20”), Fosfito Cu (25% P20s5 + 5% Cu — “Fitofos
Cu”), Fosfito Cal (30% P20s + 7% Ca — “Phytogard Ca”), Fosfito K5 (27% P20 + 27%
K20 — “Hortifés PK”) e Fosfito K2 (40% P20s5 + 20% K20 — “Fitofés K Plus”), este ultimo
foi o que apresentou o maior controle pois diferiu-se de todos os tratamentos (Tabela. 5)

Assim como no presente trabalho ANDREU & CALDIZ (2006), foi avaliado o
desempenho do fosfitos de K e do fosfito de Ca, mas aplicado em batata-semente (Solanum
tuberosum) logo apds o corte e antes do plantio e sua aplicagdo na folhagem apds a
emergéncia das plantulas sobre o desenvolvimento da doenca em duas cultivares diferentes,
ocasionadas por Phytophthora infestans de Bary e Fusaium solani Sacc. Os autores apos a
analise dos dados provenientes de avaliagcdes concluiram que houve diferenca significativa
com relagdo as cultivares diante da aplicacdo dos fosfitos no que diz respeito a protecao
contra doencas avaliadas. Os tubérculos tratados com fosfitos de K e Ca, onde observou-se o

desenvolvimento de lesdes causadas por P. infestans apresentaram diminui¢ao dos didmetro

32



das colonias do patégeno e aumento na producdo de fitoalexinas, comprovando as
propriedades de indugdo de resisténcia e fungistaticas desses fosfitos que pode culminar com
a reducdo da quantidade da doenca, ou ao ndo desenvolvimento do patégeno.

Com relagdio a germinacdo das estruturas fingicas, RIBEIRO JUNIOR et al. (2006) testou o
efeito de doses de de fosfito de potéassio (Hortifés PK — 27% P20s + 27% K20, da Agrichem
do Brasil Ltda) na germinagao de conidios de V. dahliae.

Além desses trabalhos apresentados houve um realizado com Phoma costarricensis em
cafeeiro [Coffea arabica (L.)] por NOJOSA (2003) mostraram que o fosfito de potassio na
concentragdo de 10 mL/L inibiu o crescimento micelial em 62%, reduziu o comprimento do
tube germinativo em 32,6%, enquanto que o fosetil-Al inibiu 100% do crescimento micelial
nas doses de 2 a 4 g/L. O fosfito fosetil-Al nao foi testado neste trabalho mas segundo FEEN
& COFFEY (1989), o efeito do fosfito de potassio seria tdo potente quanto ao fosetil-Al, pois
possui modo de a¢do similar ao mesmo.

Trabalhos relatando o uso de fosfitos para tratamentos pos-colheita sdo muito comuns
também, entre eles estd o realizado por MOREIRA et al. (2002), avaliando o efeito de
microrganismos antagonicos, fungicidas e fosfitos (CaB e K) sobre Monilia fructicola Honey
em péssegos [Prumus pérsica (L.)], neste foi observado que o fosfito K proporcionou um
controle superior a 85% de lesdes latentes. BLUM et al. (2007) demonstraram que tratamento
pos-colheita com frutos de maga com doses crescente de fosfito de K e fosfito CaB reduziram
a incidéncia e o didmetro das lesdes ocasionadas por Penicillium expansum, entretanto o
fosfito de K apresentou maior eficiéncia no controle do mofo azul assim como neste trabalho,
observamos uma diferenga do fosfito de K em relacdo a testemunha e o fosfito de Ca em
relagdo a testemunha e a todos os outros tratamentos. Em relacdo ao efeito da aplicacdo de
fosfitos em producdo de grios JACCOUD FILHO e MONFERDINI (2006) avaliaram a
eficiéncia de Phytogard Zn e de Stimulate no controle da ferrugem-asiatica-da-soja em
experimentos de campo. Nas avaliagdes realizadas foi observado que todos os fosfitos
utilizados apresentaram menor nivel da doenga em relagdo a testemunha, além de ganhos na
produtividade e maior peso de graos, em todas as doses e épocas de avaliagdes, embora esse
fosfito seja menos utilizado e os resultados referentes a seu uso neste trabalho nao terem sido
significativamente diferente da testemunha, ou seja, ndo ter apresentado um controle eficiente
da germinacdo dos esclerdcios. Além do trabalho descrito anteriormente, NEVES (2006)
também realizou experimentos de campo para avaliar a eficiéncia de fosfitos aplicados
isoladamente ou em conjunto com fungicidas tradicionais, no controle da ferrugem asidtica.

No primeiro experimento a primeira aplicagdo foi no estagio V8 e a segunda aplicacdo no
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estagio R2, e no segundo experimento, a primeira aplicagdo foi no estdgio R1 e a segunda no
R5. Verificou-se a partir destes testes um aumento na produtividade em todos os tratamento
quando comparados a testemunha, no entanto somente os com fungicidas tradicionais
reduziram a severidade da doenca.

Em contraposicdo, SONEGO et al. (2003), ao avaliarem o uso de fosfitos no controle do
mildio (Plasmopara viticola Berk & M.A. Curtis) da videira [Vitis vinifera (L.)], observaram
que o fosfito de Zn (‘Fitofés Zn’, que possui em sua formula o elemento Mn) nao apresentou
bom controle da doenca quando aplicados nos cachos de videira, confirmando os resultados
obtidos onde o fosfito de Zn (“Phytogard Zn” — 40% P20s + 10% Zn) ndo apresentou

controle eficiente na germinacao dos esclerocios.
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5. CONCLUSOES

No teste in vitro com diferentes isolados de Trichoderma spp., mais de 80% dos
isolados testados apresentaram eficiéncia no controle do patdégeno, com relagdo a

inibi¢ao do crescimento micelial do S. rolfsii.

Dois isolados se destacaram no teste “in vitro” com Trichoderma spp., se
diferenciando estatisticamente de todos os outros isolado apresentando um controle
diferenciado e melhor, foram eles o isolado de numero 15 (Obtido a partir de solo do
DF com cultivo de alho) e o 1642 (Pertencente a colecdo micologica da Universidade

de Brasilia).

O isolado de Pseudomonas sp. mais eficiente, quanto a redu¢do da germinagdo dos
esclerddios do patdgeno foi o de nlimero 11 obtida a partir de coleta de solo no DF em

com cultivo de limdo tahiti.

Os fosfitos que apresentaram maior eficiéncia no controle da germinacdo dos
esclerodios foi o Fitofés K plus nos testes com o isolado 228 de S. rolfsii ¢ o

Phytogard Ca nos testes com o isolado 193 de S. rolfsii.
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Figura 1. Pseudomonas sp. observadas em luz de comprimento de onda proéximo ao
ultravioleta.

Figura 2. Colonia de Pseudomonas sp. em meio de cultura King B.
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Figura 3. Experimento de pareamento de colonias em placa de petri:
Trichoderma spp. x S. rolfsii.

Figura 4. (1) Pesagem do solo para montagem do experimento em recipiente tipo-gerbox®;
(2) Organizagao dos esclerdcios sobre a superficie do solo.
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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 Tabhiti Estacdo Experimental de Biologia - UnB | 12/09/2005
Bactéria 07 |Banana Estacdo Experimental de Biologia - UnB | 12/09/2005
Bactéria 08 | Banana Estag¢do Experimental de Biologia - UnB | 12/09/2005
Bactéria 10 | Limao Tabhiti Estacdo Experimental de Biologia - UnB | 12/09/2005
Bactéria 11 | Limao Tahiti Estag¢do 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 |Jacaranda-do-Cerrado | Riacho Fundo 19/09/2005
Bactéria 15 |Jacaranda-do-Cerrado | Riacho Fundo 19/09/2005
Bactéria 16 | Banana Riacho Fundo 21/09/2005
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Tabela 2. Isolados (Is) de Trichoderma spp. testados e seus respectivos locais de coleta.

Is Local de coleta Is Local de coleta Is Local de coleta

5 Solo — DF — Soja 131 | Solo — DF — Grama 1639 | Universidade de Brasilia
7 Solo — DF — Milheto 132 | Solo — DF — Grama 1640 | Universidade de Brasilia
8 Solo — DF — Eucalipto 136 | Solo — DF — Soja 1641 | Universidade de Brasilia
9 Solo — DF — Eucalipto 137 | Solo — DF — Pinus 1642 | Universidade de Brasilia
11 Solo — DF — Cebola 245 | Universidade de Brasilia | 1643 | Universidade de Brasilia
12 Solo — DF — Cebola 518 | Universidade de Brasilia | 1644 | Universidade de Brasilia
13 Solo — DF — Cebola 1168 | Universidade de Brasilia | 1645 | Universidade de Brasilia
15 Solo — DF — Alho 1169 | Universidade de Brasilia | 1646 | Universidade de Brasilia
23 Solo — DF — Pomar 1330 | Universidade de Brasilia | 1647 | Universidade de Brasilia

24 Solo — DF — Cerrado 1523 | Universidade de Brasilia | 1649 | Universidade de Brasilia

25 Solo — DF — Cerrado 1525 | Universidade de Brasilia | 1650 | Universidade de Brasilia

102 | Solo — DF — Soja 1526 | Universidade de Brasilia | 1700 | Universidade de Brasilia
103 | Solo — DF — Soja 1528 | Universidade de Brasilia | 1742 | Universidade de Brasilia
104 | Solo — DF — Cerrado 1529 | Universidade de Brasilia | 1743 | Universidade de Brasilia
109 | Solo — DF — Sorgo 1574 | Universidade de Brasilia | 1744 | Universidade de Brasilia

112 | Universidade de Brasilia | 1575 | Universidade de Brasilia |E 2 Solo - Estacao biologica - UnB

113 | Solo — DF — Milheto 1576 | Universidade de Brasilia |E5 Solo - Estacao biologica - UnB

116 | Solo — DF — Soja 1577 | Universidade de Brasilia |E 6 Solo - Estacao biologica - UnB

118 | Solo — DF — Soja 1578 | Universidade de Brasilia |E 7 Solo - Estacao biologica - UnB

122 | Solo — DF — Cerrado 1581 | Universidade de Brasilia | SG Solo - Fazenda Sao Geraldo, GO

123 | Solo — DF — Cerrado 1637 | Universidade de Brasilia |UFG | Solo - Reserva natural - UFG

127 | Solo — DF — Café 1638 | Universidade de Brasilia | - -
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Tabela 3. Efeito de isolados de Trichoderma (TR) na inibi¢do do desenvolvimento micelial
de Sclerotium rolfsii (SR) “in vitro”, medido através da escala de Bell (1 a 5) ao 7° dia.

SR TR SR193 |TR TR SR 228
TR 193% SR 228
Testemunha® |5,0a® |1638 2,5efghi | Testemunha | 5,0a 1638  |2,8defgh
112 3,0defg | 1641 2,5efghi | 112 3,0cdefgh | 1641 3,0cdefgh
245 2,8efgh | 1642 1,8hij |245 3,0cdefgh | 1642 1,8h
518 4,5ab 1645 1,5ij 518 4,8ab 1645 |5,0a
1168 3,0defg | 1649 1,5ij 1168 3cdefgh 1649 |2,0gh
1169 2,8efgh | 1523 3,3cdef |1169 2,5efgh |1523  |4,0abcd
1330 3,3cdef | 1525 2,0ghij |1330 3,75abcde | 1525 2,3fgh
1526 2,8efgh | 1528 2,3fghi | 1526 3cdefgh |1528 | 3,0cdefgh
1529 3,3cdef |15 1,0j 1529 3cdefgh |15 1,8h
1574 2,3fghi |9 2,0ghij | 1574 3cdefgh |9 3,5bedef
1575 3,0defg |5 2,0ghij | 1575 3cdefgh |5 2,0gh
1576 3,0defg |11 2,3fghi |1576 3,5bcdef |11 2,0gh
1577 2,8efgh |25 2,0ghij | 1577 2,8defgh |25 3,0cdefgh
1578 3,0defg |13 3,5bede | 1578 3,0cdefgh | 13 3,0cdefgh
1581 2,3fghi |12 1,8hij |1581 3,0cdefgh |12 2,5efgh
1637 2,0ghij |8 2,5efghi | 1637 2,5efgh |8 3,3cdefg
1639 3,0defg |103 2,0ghij |1639 3,3cdefg | 103 2,5efgh
1640 4,3abc  |113 2,8efgh |1640 5,0a 113 3,0cdefgh
1643 2,0ghij |116 2,8efgh | 1643 2,5efgh |116 3,0cdefgh
1644 2,8efgh | 122 2,0ghij |1644 3,3cdefg |122 2,8defgh
1646 2,5efghi | 127 2,0ghij | 1646 3,0cdefgh | 127 2,5efgh
1647 3,3cdef |102 2,0ghij | 1647 4,0abcd |102 2,0gh
1650 2,8efgh |104 2,8efgh |1650 2,3fgh 104 4,3abc
1700 2,0ghij |109 4,0abed 1700 2,3fgh 109 5,0a
1742 3,3cdef |118 3,3cdef |1742 3,3cdefg | 118 3,8abcde
1743 3,3cdef |123 2,5efghi | 1743 2,8defgh |123 3,0cdefgh
1744 2,8efgh |131 2,8efgh |1744 2,8defgh |131 2,8defgh
E.7 3,0defg | 137 2,0ghij |E.7 2,8defgh |137 2,0gh
SG 3,0defg | 136 2,0ghij [SG 3,0cdefgh | 136 2,3fgh
UFG 3,0defg |24 2,0ghij |UFG 3,3cdefg |24 3,0cdefgh
E.2 2,8efgh |132 2,0ghij |E.2 2,3fgh 132 3,0cdefgh

47




E.5 2,0ghij |23 2,8efgh |E.5 2,0gh 23 3,3cdefg
E.6 3,0defg |7 3,0defg |E. 6 3,0cdefgh |7 2,8defgh
- - D.M.S® |12 - - D.M.S |13
- - CV(%)®|156 |- - CV(%) |14,4

(1) Média de quatro repeticdes com 25 esclerdcios. (2) Aplicagao de agua esterilizada. (3) Médias
na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%). (4) Diferen¢a minima
significativa. (5) Coeficiente de Variagao.

Tabela 4. Quantidade de esclerocios de Sclerotium rolfsii (193 e 228) germinados ao 14° dia
apos a aplicagdo de Pseudomonas spp. fluorescentes.

TRATAMENTO S. rolfsii 193 S. rolfsii 228
Pseudomonas spp. Esclerécio germinado ' | Esclerdcio germinado
Testemunha @ 2442 ® 23,5 ab
Bactéria 10 249 a 20,8 be
Bactéria 14 249 a 24,8 a
Bactéria 05 24,5 a 12,3d
Bactéria 15 24,5 a 24,5 ab
Bactéria 07 244 a 23,8 ab
Bactéria 01 24,0 ab 23,8 ab
Bactéria 02 23,5 ab 24,0 ab
Bactéria 12 23,5 ab 22,0 ab
Bactéria 06 22,8 abc 23,3 ab
Bactéria 08 21,8 abed 21,3 ab
Bactéria 16 16,3 bede 23,8 ab
Bactéria 13 15,3 cde 24.5 ab
Bactéria 03 14,8 de 17,0 ¢
Bactéria 11 133 ¢ 12,3d
D.M.S. @ 7,9 3,9
C.V. (%)® 14,5 7,2

(1) Média de quatro repeticdes com 25 esclerdcios. (2) Aplicacdo de agua esterilizada. (3)
Meédias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%). (4)
Diferenca minima significativa. (5) Coeficiente de Variagao.
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Tabela 5. Quantidade de esclerocios de Sclerotium rolfsii (193 e 228) germinados ao 14° dia
apos a aplicagdo de fosfitos.

TRATAMENTO S. rolfsii 193 S. rolfsii 228
Fosfito Esclerécio germinado @ | Esclerdcio germinado
Testemunha @ 247a® 242 a
Phytogard Mg 19,2 be 235a
Phytogard Zn 242 a 22,5a
Premium 30 -20 24,5 a 155b
Fitofés Ca 242 a 12,0 be
Fitofos Mg 247 a 18,5 ab
Phytogard K 18,5 be 11,7 bed
Nutex Premium 20-20 22,7 ab 12,2 be
Fitofés Cu 15,7 cd 6,2 cde
Fitofés K Plus 13,0 de 40¢
Hortifés PK 15,2 cd 5,0 de
Phytogard Ca 10,5¢ 7,0 cde
D.M.S. @ 4,4 10,2
CV (%) © 9,0 20,4

(1) Média de quatro repetigdes com 25 esclerdcios. (2) Aplicagdo de agua esterilizada. (3)
M¢édias na coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%). (4)
Diferenca minima significativa. (5) Coeficiente de Variagao.
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