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RESUMO

Dias, P.P.; Berbara, R.L.L.; Fernandes, M.C.A. Controle de Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli por biopreparados de
isolados de Trichoderma spp. Summa Phytopathologica, v.39, n.4, p.258-262, 2013.

Os experimentos objetivaram avaliar em condi¢des de casa de
vegetacdo o biocontrole dos fitopatégenos Rhizoctonia solani (RS) e
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli (FOP) em alface (Lactuca sativa
L.) cultivar Regina, e feijdo-vagem (Phaseolus vulgaris L.) cultivar
Alessa, respectivamente, utilizando como agentes antagonistas, 10
isolados de Trichoderma spp. selecionados em testes in vitro. Foram
feitos biopreparados a base de arroz previamente colonizado por
isolados de Trichoderma spp. e posteriormente triturados. Para a
realizacdo dos testes, os biopreparados foram inoculados previamente
na proporc¢do de 10° conidios.mL"1, em substrato comercial para
producdo de mudas. Apds sete dias, os patégenos foram introduzidos

separadamente em duas concentragdes distintas: R. solani na
propor¢do de 144 mg de meio de arroz por kg de substrato e F.
oxysporum f.sp. phaseoli inoculado na forma de suspensido contendo
4,75 x 10° conidios.mL". Avaliou-se a influéncia dos biopreparados
na % de damping-off de pés-emergéncia em plantas de alface e a
severidade de murcha em plantas de feijdo-vagem. O biopreparado
referente ao isolado T-03 foi o mais eficiente no controle de R.
solani em plantas de alface cultivar Regina, por ter reduzido a
incidéncia de damping-off de pds-emergéncia nessa cultura. Por outro
lado, nenhum dos biopreparados apresentou efeito antagonista
satisfatorio a F. oxysporum f.sp. phaseoli em plantas de feijao-vagem.

Palavras-chave adicionais: Biocontrole, antagonistas, patégenos do solo.

ABSTRACT

Dias, P.P.; Berbara, R.L.L.; Fernandes, M.C.A. Rhizoctonia solani and Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli control by biopreparation with
Trichoderma spp. isolates. Summa Phytopathologica, v.39, n.4, p.258-262, 2013.

The experiments aimed to evaluate under greenhouse conditions
the biocontrol of plant pathogens Rhizoctonia solani (RS) and
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli (FOP) in lettuce (Lactuca sativa
L.) cultivar Regina and in common bean (Phaseolus vulgaris L.)
cultivar Alessa, respectively, using as antagonistic agents 10
Trichoderma spp. isolates selected from in vitro tests. Inoculants
were prepared with rice previously colonized by Trichoderma spp.
and subsequently ground. For the tests, the antagonists were previously
inoculated at a ratio of 10° conidia mL™' on commercial substrate for
seedling production. Following seven days, the pathogens were

Additional keywords: Biocontrol, antagonists, soil-borne pathogens

separately introduced at two different concentrations: R. solani at a
ratio of 144 mg rice medium per kg of substrate and F oxysporum
f.sp. phaseoli inoculated as a suspension containing 4.75 x 10° conidia
mL-'. The influence of antagonists on % post-emergence damping-off in
lettuce and the severity of wilt in common beans were evaluated. The
biopreparation with T-03 isolate was most effective in controlling R.
solani in lettuce cultivar Regina, for having reduced the incidence of
post-emergence damping-off in this culture. On the other hand, none of
the biopreparations showed satisfactory antagonistic effect on F.
oxysporum f.sp. phaseoli in common bean plants.

Os fungos das espécies Rhizoctonia solani Kuhn e Fusarium
oxysporum Schlecht. f.sp. phaseoli Kendrick & Snyder sdo
classificados como fungos imperfeitos, segundo Moreira e Siqueira
(17) pertencentes a divisdo Deuteromycota, cujos fungos siao
popularmente denominados deuteromicetos, vivendo no solo
saprofiticamente ou exercendo parasitismo sobre diversas culturas
anuais ou perenes, animais e outros fungos presentes neste ambiente.

A acdo desses fungos estd relacionada aos sintomas de tombamento de
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plantulas e podriddo de raiz de plantas (13).

Rhizoctonia solani, geralmente, é encontrado na forma micelial,
pois ndo produz esporos e utilizam como forma de sobrevivéncia no
solo a formagao de estruturas globulosas denominadas esclerddios ou
escleréceios (9) que podem sobreviver no solo por, no minimo, um ano
(20).

Ja Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli, de acordo com Bianchini
etal. (7), ¢ uma espécie de fungo que atua invadindo frequentemente
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as pontas das raizes, podendo penetrar no hospedeiro por aberturas
naturais, como verticelas, ou ferimentos.

Segundo Bedendo (4), damping-off € um grupo de doenga que
incide em tecidos vegetais jovens, em sementes recém plantadas que
apodrecem, devido a a¢@o de patégenos presentes no solo ou veiculados
na semente, ocorrendo antes da germinagado e apés o entumescimento
deste 6rgdo, reduzindo o “stand” inicial de plantas no viveiro de
producdo de mudas ou no campo, sendo popularmente chamado de
tombamento.

Conforme esse autor, quando o ataque do patégeno ocorre apds a
emergéncia das plantulas essa doenga € denominada como damping-
off de pos-emergéncia, cujos sintomas sdo observados na regiao do
colo nas plantulas, rente ao solo, com o aparecimento de manchas
encharcadas que com o tempo vao evoluindo para lesdes profundas,
culminando com a constricdo (contracdo) do caule, que por estar
enfraquecido, tende a tombar.

As doengas vasculares ou “murchas”, de acordo com Bedendo (5),
sdo aquelas onde o patégeno provoca danos ao sistema de transporte
de seiva bruta (vasos xilemadticos), impedindo com isso a translocag@o
de 4gua e nutrientes absorvidos pela planta. Como sintomas reflexos,
em plantas adultas ocorrem clareamento das nervuras das folhas e
mudanca da tonalidade verde desse 6rgdo que paulatinamente vai
amarelecendo. Estes sintomas progridem das folhas mais velhas para
as folhas mais jovens, podendo gradativamente promover a murcha
das folhas ou brotos, necrose das bordas foliares, senescéncia de folhas,
flores e frutos, a producido de raizes adventicias e, no ultimo estadio,
a destrui¢@o da planta.

Patégenos que provocam doengas vasculares, segundo esse autor,
sdo mais evoluidos que aqueles relacionados ao damping-off e podridao
de raizes, pelo fato dos primeiros serem especificos tanto em termos
de hospedeiro, quanto ao tecido que infectam e portanto, a classificagao
desses agentes chega ao grau de racas fisioldgicas.

De acordo com Limaetal. (11), o controle bioldgico ou biocontrole
¢ fundamentado nas intera¢des antagOnicas que ocorrem entre as
espécies. O emprego de isolados do fungo Trichoderma Persoon ex
Fries, também um deuteromiceto, ¢ uma das alternativas aos produtos
quimicos para o combate de fitopatégenos de solo e em sementes (15).

Segundo Benitez et al. (6), determinadas espécies de Trichoderma
interferem na vida do fitopatégeno por diversos mecanismos de acdo
como a competicdo por espago e nutrientes, a antibiose, o

micoparasitismo, a fungistase, a indu¢@o de resisténcia, entre outros.
Entre os agentes de biocontrole, os mais importantes sdo os do género
Trichoderma por serem antagonistas eficazes de uma ampla faixa de
fungos fitopatogénicos, como, por exemplo, Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium spp. € Pythium
spp. (16)

Assim testou-se, em condi¢des de casa de vegetacdo, o controle
bioldgico dos patossistemas R. solani - alface cultivar Regina e F.
oxysporum f.sp. phaseoli - feijao-vagem cultivar Alessacom o emprego
de isolados de Trichoderma spp..

MATERIAL E METODOS

Localizacdo da Area de Estudo

Os testes foram realizados no laboratério de Biologia do Solo da
UFRRIJ e em casa de vegetacao do Centro Estadual de Pesquisa em
Agricultura Organica da PESAGRO-RIO (CEPAO/PESAGRO-RIO).

O ensaio referente ao biocontrole de Rhizoctonia solani em alface,
ocorreu no periodo de julho a setembro de 2010 e o teste com Fusarium
oxysporum f.sp. phaseoli foi realizado de dezembro de 2010 a fevereiro
de 2011.

Obtencao e preparacao de isolados de Trichoderma spp. e de
fitopatégenos para uso em testes de controle bioldgico

Os isolados de Trichoderma spp. utilizados neste trabalho
pertencem a micoteca do CEPAO/PESAGRO-RIO, municipio de
Seropédica/RJ, que foram coletados de amostras de solo do Sistema
Integrado de Produg@o Agroecoldgica (SIPA), também conhecido como
Fazendinha Agroecoldgica km 47 (1), situado no mesmo municipio,
além de amostras oriundas das cidades de Paraty e Paty do Alferes, do
estado do Rio de Janeiro. Os isolados dos patdgenos de solo foram
obtidos a partir de plantas infectadas com Rhizoctonia solani na cultura
da alface e Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli no feijoeiro-comum,
Tabela 1.

Todos os isolados obtidos foram conservados em tubos de ensaio
contendo meio de cultura BDA e 6leo mineral até a realiza¢do dos
experimentos.

Inicialmente, os isolados foram repicados para o meio de cultura
(Batata—Dextrose—Agar) (BDA) Difco, contendo 0,3 g.L-!' de

Tabela 1. Origem de isolados de Trichoderma spp., Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli e Rhizoctonia solani utilizados nos testes in vivo em condi¢des de

casa de vegetagdo

Isolados Local de coleta Municipio Ano do isolamento
Trichoderma sp.(T-02) Fazendinha Agroecolégica km 47 Seropédica (RJ) 2005
Trichoderma sp.(T-03) Fazendinha Agroecolégica km 47 Seropédica (RJ) 2005
Trichoderma sp.(T-04) Fazendinha Agroecolégica km 47 Seropédica (RJ) 2005
Trichoderma sp.(T-05) Fazendinha Agroecolégica km 47 Seropédica (RJ) 2005
Trichoderma sp.(T-06) Fazendinha Agroecolégica km 47 Seropédica (RJ) 2005
Trichoderma sp.(T-07) Fazendinha Agroecolégica km 47 Seropédica (RJ) 2005
Trichoderma sp.(T-08 Propriedade particular Paraty (RJ) 2005
Trichoderma sp.(T-10) PESAGRO-RIO/EES Seropédica (RJ) 2005
Trichoderma sp.(T-11) Fazendinha Agroecolégica km 47 Seropédica (RJ) 2005
Trichoderma sp.(T-12) PESAGRO-RIO/CEA Paty do Alferes (RJ) 2006
Rhizoctonia solani (RS) Propriedade particular Nova Friburgo (RJ) 2008
Fusarium oxysporium f. sp. phaseoli(FOP) Fazendinha Agroecolégica km 47 Seropédica (RJ) 2008
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cloranfenicol e incubados em BOD a 25°C de temperatura, fotoperiodo
de 12 horas de luz por 7 dias.

Para a produg¢do de biopreparados de Trichoderma spp. foi feito
inicialmente transferéncia de trés discos de micélio de 8,0 mm de
didmetro do meio de cultura BDA para substrato constituido de 60
g de arroz umedecido com dgua destilada (70 % p/v), acondicionados
em sacos de polietileno de 20,5 x 12,0 cm, e autoclavados por 30
minutos a 120°C (latm), segundo metodologia descrita por
Lohmann et al. (12), com modificacdes. Os materiais foram colocados
em BOD a 25°C, e fotoperiodo de 12 horas de luz, sendo revolvidos
diariamente até se obter colonizac@o uniforme e total dos fungos
no substrato. Seguiu-se a mesma metodologia para multiplicagdo de
R. solani.

Ap6s sete dias, os substratos colonizados foram transferidos para
sacos de papel e colocados para secagem em temperatura ambiente.
Em seguida, os materiais secos foram moidos em um triturador e
peneirados, obtendo-se assim os biopreparados de Trichoderma spp.
e o indculo de R. solani.

A concentracdo da suspensdo de conidios dos biopreparados foi
determinada em 10° conidios.mL"! por 10 g de substrato de plantio
(comercial), segundo De Cal et al. (8). Ja para R. solani, foi adotada
concentragdo citada por Santos et al. (22) que utilizaram a dosagem de
144 mg de ino6culo.kg™! de substrato de plantio.

Para F. oxysporum f.sp. phaseoli foi preparada suspensdo de
conidios obtida de culturas puras do patégeno, a partir de colonias
crescidas em meio de cultura BDA. A concentragdo final foi determinada
em 4,75 x 10° conidios.mL™! por meio de contagens em cdmara de
Neubauer.

Preparo de substrato para implantacao dos experimentos

O substrato comercial Holambra® utilizado nos testes foi
inicialmente esterilizado por meio de autoclavagem, a 120°C (1 atm)
por 30 minutos. Apds, foi distribuido em quantidades iguais em
bandejas de aluminio medindo 22 x 17 x 3 cm que representavam os
dois experimentos.

Na sequéncia, foi feita a inoculagio dos biopreparados de
Trichoderma spp. na concentrag@o de 10° conidio.mL. Sete dias apds,
realizou-se a inoculagdo de R. solani e F.oxysporum f.sp. phaseoli, de
acordo com os experimentos. Os indculos foram preparados em 100
mL de dgua destilada autoclavada, e misturados superficialmente ao
substrato de cada bandeja e posteriormente, as mesmas foram colocadas
em casa de vegetacao.

Nos experimentos foram consideradas duas testemunhas, a saber:
na primeira, realizou-se a aplicacdo de dgua destilada diretamente no
substrato comercial e na testemunha adicional, o substrato foi inoculado
com o patogeno referente a cada um dos testes realizados.

Experimento 1: Influéncia de biopreparados de Trichoderma
spp. no controle de Rhizoctonia solani (RS) em plantas de alface
cv. Regina

Para a realizac@o deste teste foram utilizados biopreparados dos
antagonistas referente aos seguintes isolados: T-02, T-03, T-06, T-
07, T-08, T-11 e T-12 e a inoculac@o dos mesmos foi realizada
como jd citado anteriormente. A testemunha principal consistiu em
substrato sem microrganismos, e a testemunha adicional
correspondeu a inoculag@o de R. solani no substrato de plantio.

Apés quatro dias da inoculacdo de R. solani, realizou-se o
plantio de sementes de alface cv. Regina. A partir da emergéncia
das plantas, foram iniciadas as avaliacdes de tombamento de plantas
que apresentavam sintomas tipicos de damping-off de pds-emergéncia.

260

E para o cdlculo da % de tombamento (% T-POS) foi usada a férmula
modificada por Nawar (19).

% T-POS = (Nimero de plantulas tombadas/Namero de
plantulas emergidas) x 100

Experimento 2: Influéncia de biopreparados de Trichoderma
spp-no controle de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli (FOP) em
plantas de feijao-vagem cv. Alessa

Foram testados, na forma de biopreparados, os seguintes isolados
de Trichoderma spp: T-04, T-05, T-06, T-07, T-08, T-10, T-12. Apés
quatro dias da inoculacdo de F. oxysporum f.sp. phaseoli realizou-se o
plantios de sementes de feijao-vagem cultivar Alessa.

Da mesma forma que o experimento anterior, as avaliacdes foram
iniciadas apds a emergéncia das plantas. Nesse caso, foram identificadas
plantas com sintomas de murcha e foi determinada a severidade de
doenga a partir de escala de notas elaborada pelo Centro Internacional
de Agricultura Tropical (CIAT) (13), onde a nota 1 representa plantas
sem sintomas visiveis de murcha; 3 — Poucas folhas murchas (1 a 3)
que representam 10 % ou mais de folhagem, sintoma acompanhado de
descoloragdo vascular limitada aos tecidos radiculares e ao hipocétilo;
5 —Aproximadamente 25 % das folhas e hastes com murcha e clorose;
7 — Aproximadamente 50 % de folhas e hastes com murcha, clorose e
necrose limitadas; planta com nanismo; 9 — Plantas mortas ou
severamente infectadas com 75 % da folhagem e ramos com murcha,
nanismo severo, clorose ou necrose com queda prematura.

O delineamento experimental adotado nos experimentos foi o de
blocos ao acaso com cinco repeti¢gdes por tratamento. Para a
comparacdo entre as médias dos tratamentos, foi empregado o Teste
de Scott-Knot ao nivel de 5 % de probabilidade, utilizando o programa
estatistico SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto ao controle de R. solani referente ao Experimento 1,
observa-se diferencga significativa da % de tombamento de plantas de
alface (damping-off de pés-emergéncia) (Tabela 2), onde o isolado T-
03 se equiparou a testemunha 1 que ndo foi inoculada, e quando se
compara os resultados deste isolado com a média da testemunha 2
(adicional) que foi inoculada com o patégeno observa-se reducdo da
incidéncia da doenca em 86,3 %.

Todavia os demais isolados de Trichoderma spp. se assemelharam
estatisticamente ao percentual de tombamento da testemunha inoculada
(adicional).

Em um experimento Lucon et al. (14) detectaram isolados de 7.
hamatum (1B08, IB30, IB60), T. harzianum (IB34,1B35), T. atroviride
(IB13), T. spirale (IB16, 1B24) e T. asperellum (1B44) eficientes no
controle de R. solani, agente causal do tombamento em plantulas de
pepino (Cucumis sativus L..) em casa de vegetacao.

Em um ensaio realizado por Lewis & Lumsden (10) foram
identificados isolados de 7. hamatum (TRI-4) e T. virens (Gl-3) que
apresentaram eficiéncia na reducio da incidéncia de damping-off
causado por R. solani (R-23), em abdbora, berinjela, pepino e repolho.

De acordo com os resultados obtidos no Experimento 2 observa-
se que nao houve diferenca significativa entre as médias dos tratamentos
(Tabela 3). Entretanto, na comparagdo dessas médias com a testemunha
2 (adicional), destaca-se o biopreparado T-06 que reduziu em 43,4 %
a severidade de murcha em plantas de feijdo-vagem ocasionada por F.
oxysporum f.sp. phaseoli (FOP).

Resultados semelhantes observaram Avendafio & Rondon (3) que
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Tabela 2. Controle bioldgico de Rhizoctonia solani em alface cultivar
Regina, por biopreparados de isolados de Trichoderma spp. expresso em %
de tombamento de plantas (damping-off de pds-emergéncia).

(%) Médias
Tratamentos Tombamento de plantas transformadas'
Testemunha 1 1,38 al 1,444
T-03 x RS 7,48 al 2,336
T-07 x RS 37,64 a2 5,320
T-02 x RS 43,94 a2 5,814
T-11 x RS 40,05 a2 6,052
T-12 x RS 43,83 a2 6,488
Testemunha 2 54,70 a2 7,148
(adicional)
T-08 x RS 61,18 a2 7,536
T-06 x RS 72,43 a2 8,354
CV (%) 44,85

Na coluna, as letras iguais correspondem a médias nio significativas pelo teste de Scott-
Knot a 5 % de probabilidade.
(,)- Os dados foram transformados em Vx+1.

Tabela 3. Influéncia de tratamentos com biopreparados de isolados de
Trichoderma spp. (T) na severidade de murcha em plantas de feijao-
vagem cultivar Alessa, ocasionado por Fusarium oxyspirum f.sp. phaseoli
(FOP)

Tratamentos Severidade de doenca Médias
(murcha) (Notas) transformadas'

Testemunha 1 1,64 al 1,618
T-06 x FOP 1,93 al 1,706
T-05 x FOP 2,14 al 1,772
T-04 x FOP 2,22 al 1,778
T-12 x FOP 2,76 al 1,886
T-10 x FOP 3,10 al 1,944
T-07x FOP 3,24 al 2,002
Testemunha 2 3,42 al 2,056
(adicional)

T-08 x FOP 3,70 al 2,122
CV (%) 23,43

Na coluna, as letras iguais correspondem a médias ndo significativas pelo teste de Scott-
Knot a 5 % de probabilidade.
()- Os dados foram transformados em Vx+1.

também nao obtiveram sucesso no biocontrole de Fusarium oxysporum
f. sp. phaseoli em feijao da cultivar ICA Tundama, a partir de isolados
de Trichoderma sp..

Entretanto, Nashwa et al. (18) detectaram reducdo da incidéncia
de “Murcha de Fusarium” em feijdo cultivar Giza 3 com o uso de
formulacdes a base de 7. harzianum, T. viride e T. spirale que atingiram,
em média, as notas 3,7; 4,1 e 5,2, respectivamente, enquanto que para
a testemunha infectada somente com FOP foi atribuida nota 8,0. Ainda
sobre esse trabalho, embora havendo decréscimo na incidéncia da
doencga, os valores das médias das notas foram superiores aos
encontrados nesse experimento.

Em um ensaio similar, Alwathnani et al. (2) também identificaram
decréscimo dos niveis dessa doenca em plantulas de feijao-comum,
com a inoculag¢do do substrato com fungos incluindo T harzianume T.
viride.
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Finalmente, Poddar et al. (12) detectaram a eficiéncia de isolados
T. viride e T. harzianum no biocontrole de murcha em grao de bico
ocasionada por F. oxysporum f. sp. ciceris.

Pelos resultados alcangcados no experimento 1, cita-se o
biopreparado obtido do isolado T-03 de Trichoderma spp. como
eficiente no controle bioldgico de R. solani que ocasiona damping-off
de pés-emergéncia em plantas de alface.

No outro experimento realizado, identifica-se o biopreparado (T-
06) de Trichoderma spp. como promissor para o controle de F.
oxyspirum f.sp. phaseoli em feijdo-vagem.
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