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Capitulo 1

INTRODUCAO GERAL

A produgdo de plantas ornamentais no Brasil ganhou impulso a partir da década de
80, quando passou a utilizar tecnologias modernas e estruturas apropriadas para o cultivo
de espécies de interesse paisagistico (Lorenzi e Souza, 1995).

Com pouco mais de 30 anos de atividade em escala comercial, a floricultura nacional
movimentou cerca de US$ 1,5 bilhdo no ano de 2001. O valor, se acrescido da
movimentagdo registrada com plantas ornamentais, sobe para US$ 2 bilhdes (Gazeta,
2002).

Claro e Santos (1998) enfatizam que a biodiversidade e a amplitude de climas e solos
do Brasil possibilitam cultivos diversificados, caracterizando-se em excelentes vantagens
técnicas para o complexo agroindustrial de flores.

Entretanto, a floricultura brasileira concentra-se nas regides sul-sudeste, onde se
destacam os estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e
Santa Catarina. Também, vém se sobressaindo os estados de Pernambuco, Parana, Goias e
Bahia (Graziano, 1997).

Scherer (2001) considera o Estado da Bahia como um bergo natural para a produgao
de flores e plantas ornamentais, desde que sejam observadas as condi¢des de cultivo,
espécies utilizadas e nivel tecnologico empregado, pois ¢ grande a disponibilidade de
recursos naturais, como clima, solo e recursos hidricos, tanto para espécies de clima
tropical como para as de clima temperado.

Vale mencionar a importancia da adogdo das técnicas corretas de cultivo, a fim de se
evitar, com o incremento significativo da producdo, problemas tais como a incidéncia de
doencas nas diversas espécies de ornamentais. Atualmente, ocorrem em viveiros de
ornamentais, algumas doengas, notadamente aquelas ocasionadas por agentes fungicos.

Motos (1997) cita que durante a fase de produg¢dao podem surgir doengas foliares
diversas causadas por Diplocarpon Wolf, Peronospora Corda ¢ Puccinia Pers.; Freitas et

al. (1996) registram a ocorréncia de Botrytis cinerea Pers. ex Fr. na cultura de lisianto
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[Eustoma grandiflorum (Raf.) Shin.]; Freitas et al. (1997) apontam como principal
patégeno do crisantemo o fungo Puccinia horiana Henn.; Carvalho e Schuta (1998)
detectaram manchas foliares ocasionadas por Cercospora sp. em Impatiens sp. e Spiraea
sp., Cercospora sp. e Botrytis sp. em Hydrangea sp., Alternaria sp. e Puccinia pelargoni-
zonalis Doidge em Pelargonium sp., e Bipolaris sp. em Rhapis sp.; Bastos e Bezerra
(1999) relatam Colletotrichum capsici (Sydow) Butler & Bisby em mudas de
Bougainvillea sp. apresentando lesoes necroticas nas folhas e murcha nas flores.

Nao obstante, as doengas mais comuns sdo o “damping-off”, murchas e podriddes de
caule e raiz causadas por espécies de Fusarium Link ex Fr., Pythium Pringsh.,
Phytophthora de Bary e Rhizoctonia DC. ex Fr. (Garcia-Garza e Hall, 1999).

De acordo com Stephens et al. (1981), o “damping-off” ¢ a principal doenga e seu
controle e prevencao em viveiros comerciais sdo dificultados por envolverem um grande
numero de patogenos e vegetais.

Muitas espécies de Rhizoctonia sdo relatadas como ocasionadoras de danos em
ornamentais, sendo Rhizoctonia solani Kithn a mais comum. Conforme Suguino e
Maringoni (1995), R. solani apresenta uma ampla faixa de hospedeiros, sendo considerada
uma espécie polifaga, composta por varios grupos e subgrupos. Chase (1992) relacionou R.
solani em Anthurium spp., Aphelandra squarrosa Nees, Dieffenbachia spp., Monstera
deliciosa Liebm., Peperomia spp., Philodendron spp., Polyscias spp., Schefflera
arboricola (Hay.) Merr., Spathiphyllum spp. e Syngonium podophyllum Schott. Caldari Jr.
et al. (1996) mencionam R. solani em plantas jovens de lisianto, ocasionando o anelamento
da regido do colo, e em plantas jovens e adultas de orquidea (Phalaenopsis sp.) exibindo
subdesenvolvimento. Oliveira et al. (1999), estudando a populacdo fingica em sementes de
ornamentais na Bahia, analisaram 80 amostras e recuperaram 19 fungos, entre eles R.
solani, associado a jacaranda-pitanga (Adenanthera pavonina L.).

Apesar disto, a quantidade de informacgdes disponiveis sobre o tema, principalmente
no tocante a literatura brasileira, ¢ limitada, pois os estudos realizados priorizam outras
culturas tais como algodao (Silva-Mann et. al., 2002; Howell et al., 2000; Silva et al.,
1996), feijao (Picinini e Fernandes, 2000; Noronha et al., 1996; Maringoni et al., 1992),
tomate (Lopes e Santos, 1994), trigo (Brammer et. al., 2000) e esséncias florestais (Ferreira

et al, 1998; Carvalho et al., 1996; Garcia et al., 1994; Santos e Melo, 1993).
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R. solani vem sendo isolado, desde 1999 em Salvador- BA, de mudas de boa-noite
(Catharanthus roseus G. Don.) com sintomas de “damping-off” de pré e pos-emergéncia.
Esta ¢ uma planta arbustiva, semi-herbacea, da familia Apocyncaceae, com ampla
utilizagdo ornamental em jardins tanto publicos como particulares. Soma-se a este
inquestionavel potencial paisagistico, a sua importancia como planta medicinal.

A boa-noite desperta um grande interesse farmacoldgico pela producdo de
alcaloides. Quatro de seus principios ativos, a vimblastina, vincristina, vindesina e
vinorelbina, ja sdo utilizados como quimioterapicos oncoldgicos na medicina alopatica. A
vimblastina e a vincristina, também disponiveis por via sintética, se destacam por sua
atividade antitumoral (Castro et al., 2001), contribuindo para alcancar avangos decisivos
na cura de dois dos mais mortiferos tipos de canceres, o mal de Hodgking, que afeta
principalmente jovens adultos, e a leucemia linfatica aguda, tida como uma verdadeira
sentenca de morte para criangas. Corréa (1984) e Matos (1997) falam da grande utilidade
deste vegetal na cura das febres intermitentes. E oportuno ressaltar a inclusio desta
espécie na lista de plantas estudadas pela Central de Medicamentos do Ministério da
Saude (CEME).

Quanto a R. solani, fungo que vem sendo encontrado em associagdo com boa-noite,
¢ um patogeno amplamente disseminado, presente em grande parte dos solos cultivados e
nao-cultivados em todo o mundo. E responsavel por sérios danos tanto no campo como em
cultivo protegido. Devido a grande variedade de hospedeiros por ele atacada, assim como
sua habilidade para sobreviver em condi¢des ambientais adversas, na forma de
esclerodios, o potencial do emprego de varias estratégias de controle ¢ enormemente
afetado.

O uso de agrotoxicos ¢ a pratica mais comum no controle deste fungo, sobretudo no
sistema de cultivo em ambientes protegidos. Contudo, a pressao da sociedade no sentido de
se substituirem os pesticidas atuais por produtos ou por técnicas adequadas, que
contribuam para a sustentabilidade dos agroecossistemas, vem concorrendo para a
racionalizagdo e a redu¢do do seu emprego.

A utilizagdo continua de fungicidas resultou no acumulo de compostos tdxicos
potencialmente danosos para humanos e para o ambiente e também no desenvolvimento

de resisténcia por parte de certos patdgenos.
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Segundo Ghini e Kimati (2000), a resisténcia de organismos aos produtos quimicos
usados para o seu controle tem sido um sério problema em diversas areas. Continuando,
afirmam que na agricultura, quando ocorre resisténcia de fungos a fungicidas, as
conseqiiéncias podem ser desastrosas para os varios segmentos da sociedade envolvidos na
cadeia produtiva.

Por outro lado, a qualidade e a quantidade de matéria organica disponiveis no solo
sdo comprometidas pela deficiéncia de micro e macrorganismos, em razio, entre outros
fatores, do excessivo emprego de agrotoxicos (Valarini et al., 1999).

Para confrontar este problema global, estdo sendo sugeridas alternativas vidveis
(Sreenivasaprasad e Manibhushanrao, 1990). Dentre as principais praticas de manejo
utilizadas estdo a nutricdo mineral como forma de aumentar a resisténcia das plantas as
doengas, a freqiiéncia de irrigagdo, o monitoramento fitossanitario, e, mais recentemente, o
uso de agentes de controle e promotores de crescimento de plantas de origem bioldgica.

A introdu¢do de microrganismos antagénicos no solo ¢ um meio ndo-quimico
potencial para controle de doengas de plantas (Elad et al., 1980). Muitos microrganismos
sdo capazes de exercer uma agao antagdnica contra diversos patdégenos.

Homechin (1991) admite que estes organismos sao controlados pela acdo de medidas
que atuam destruindo as unidades propagativas; prevenindo a formacao do indculo no solo
ou destruindo o indculo presente em residuos infestados; reduzindo o vigor e a viruléncia
do patégeno; e promovendo o desenvolvimento das plantas.

Os microrganismos agentes de controle de fungos fitopatogénicos apresentam mais
chances de sucesso no combate aos patogenos habitantes do solo, como Fusarium spp.,
Pythium spp., R. solani, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary e Sclerotium rolfsii Sacc.
(Melo e Azevedo, 1998).

No caso especifico de R. solani tém sido investigados varios agentes bacteriologicos
e fungicos (Melo e Azevedo, 1998; Bettiol, 1991; Mihuta-Grimm e Rowe, 1986).

As espécies de Trichoderma Pers. ex Fr., destacam-se entre os mais promissores
agentes biocontroladores de patogenos do solo e do filoplano. A literatura aponta diversos
estudos sobre os mecanismos de a¢do de Trichoderma no controle biologico de fungos,
sendo descritos, dentre outros, o envolvimento de enzimas e antibidticos naturais;
interagdes fisicas com o patogeno, tais como, enrolamento de hifas e penetracdo direta; e

competicao por nutrientes (Michereff et al., 1993).
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Melo (1991), citando Chet e Elad, descreveu as etapas que levam ao parasitismo de
R. solani por Trichoderma spp., as quais se iniciam com a detec¢do do patdgeno pelo
antagonista que, provavelmente, ocorre em resposta a presenca de estimulos quimicos
liberados por R. solani. Continuando, expressam que o0 passo seguinte seria o
reconhecimento e a ligagdo do micoparasita ao seu hospedeiro, pois foi detectada a
presenga de lignina sobre a parede celular de R. solani, a qual se liga a um carboidrato
sobre a parede celular de Trichoderma spp.; sendo o terceiro, a ocasional degradagao e lise
da parede celular.

Bettiol et al. (2000) indicam como outra opgao para restringir a adogao de fungicidas
na agricultura, o uso do composto organico visando a redu¢do da severidade de doengas de
plantas causadas por fungos habitantes do solo. Esta pratica vem merecendo, atualmente,
uma atencao especial e tem sido objeto de discussao pela comunidade cientifica.

Pereira et al. (1996), fazendo uma analise sobre algumas pesquisas realizadas com
composto organico, concluiram que a sua aplicacio na quase totalidade dos casos
apresenta efeito supressivo na reducdo da severidade das doengas e da populacdo de
patogenos habitantes do solo. Entretanto, a agcdo dos compostos organicos sobre as
doencas de plantas pode variar com a relagdo patdégeno-hospedeiro, a quantidade a ser
incorporada ao solo, o estddio de maturacdo do composto e o proprio tipo de composto.

Hoitink e Fahy (1986) falam dos fatores fisico-quimicos e bioldgicos como capazes
de causar, também, influéncia na efetividade dos compostos, destacando entre eles o
tamanho das particulas, o teor de nitrogénio, o teor de celulose, o teor de lignina e o pH.

Com rela¢do a microflora em compostos organicos, estes pesquisadores postulam
que a maioria dos resultados obtidos aponta para a ocorréncia de varios microrganismos de
acdo antagdnica comprovada. Entre esses, tém sido isolados e identificados, a partir de
compostos supressivos, Trichoderma spp., Gliocladium virens Miller, Giddens & Foster e
bactérias dos géneros Pseudomonas spp., Flavobacterium spp., Enterobacter spp. e
Bacillus spp.

Melo (1996) acredita que R. solani ¢ altamente competitivo como saprofita,
utilizando-se de celulose e colonizando compostos frescos. No entanto, o patdogeno ndo
coloniza compostos a base de cascas de arvore maduras com baixo teor de celulose. Por

sua vez, Trichoderma ¢é capaz de colonizar estes compostos.
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Em virtude da importancia no paisagismo e das propriedades farmacologicas de C.
roseus, e considerando, ainda, a escassez bibliografica sobre a incidéncia, patologia e
controle de doencas em plantas ornamentais, associada a uma auséncia de dados referentes

a agdo de R. solani sobre esta espécie vegetal, o presente trabalho tem como objetivos:

= conhecer a sanidade de sementes de boa-noite em relagdo a R. solani;

» determinar a patogenicidade de isolados de R. solani a boa-noite;

= selecionar isolados de Trichoderma spp. com potencial de biocontrole a R.
solani em boa-noite; e

= verificar a influéncia do uso de composto organico na supressdo de “damping-

off” de pré e pos-emergéncia, causado por R. solani, em boa-noite.
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Ocorréncia de Rhizoctonia solani Kithn em Sementes de Boa-noite

(Catharanthus roseus G. Don.)

RESUMO

Determinou-se a presenga de Rhizoctonia solani Kithn em 20 amostras de sementes de
boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.). Para cada amostra foram plaqueadas 400
sementes em meio de cultura (batata-dextrose-agar + tetraciclina). As placas
permaneceram incubadas a temperatura ambiente (244+2°C), sob regime de luz continua,
durante oito dias. Os resultados foram expressos em incidéncia de fungos e em freqiiéncia
de aparecimento para cada amostra avaliada. Além de R. solani, as sementes foram
colonizadas por Aspergillus niger, Chaetomium globosum, Curvularia lunata, Fusarium
solani, Lasiodiplodia theobromae, Penicillium sp., Pestalotia sp., Rhizopus stolonifer ¢
Trichoderma sp. Os dados obtidos mostraram que Aspergillus niger, Penicillium sp. ¢ R.
solani ocasionaram danos a sementes de boa-noite.

Palavras-chave: Catharanthus roseus, Rhizoctonia solani, sanidade de sementes, fungos.

ABSTRACT
Occurrence of Rhizoctonia solani Kihn in vinca (Catharanthus roseus G. Don.) seeds

The presence of Rhizoctonia solani Kithn was determined in 20 samples of vinca
(Catharanthus roseus G. Don.) seeds. For each sample, 400 seeds were plated in culture
medium (potato-dextrose-agar + tetracicline) and incubated at room temperature (24+2°C)
and continuous presence of light for eight days. The results were reported based on fungi
occurence and in frequency in each analysed sample. Besides R. Solani, the seeds were
colonized by Aspergillus niger, Chaetomium globosum, Curvularia lunata, Fusarium
solani, Lasiodiplodia theobromae, Penicillium sp., Pestalotia sp., Rhizopus stolonifer ¢
Trichoderma sp. As a result, the data obtained showed that Aspergillus niger van Tiegh.,
Penicillium sp. and R. solani cause damages in vinca seeds.

Key words: Catharanthus roseus, Rhizoctonia solani, seed health, fungi.
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INTRODUCAO

A necessidade de se avaliar a qualidade sanitaria de sementes torna-se cada dia mais
evidente.

Segundo Silva-Mann et al. (2002), o aspecto de sanidade de sementes, do ponto de
vista de prognostico e controle de doengas em plantas, tem assumido uma posicao de
destaque mundial, devido ao acentuado numero de patégenos que podem ser transmitidos
pelas sementes.

A presenca de organismos patogénicos nas sementes de diversas culturas e os danos
por eles ocasionados sdo apontados em literatura por um grande numero de pesquisadores
(Borém et al., 2000; Machado, 2000; Silva e Silva, 2000; Oliveira et al., 1999; Oliveira,
1998; Richardson, 1990; Soave e Wetzel, 1987; Tanaka e Corréa, 1981; Dhingra et al.,
1980).

Em associag@o a sementes de ornamentais, sdo citados os fungos Alternaria alternata
(Fr.) Keissler, A. zinniae Pape e Pyrenochaeta spp. em girassol, e Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi (Prill. & Delacr.) Snyder & Hansen em cravo (Mendes e Ferreira, 1994); os
géneros Phomopsis (Sacc.) Sacc. e Phoma sensu Sacc. em céssia, canafistula e ipé (Coélho
et al., 1996).

Certos patdgenos quando associados as sementes provocam perdas pela redugao da
germinagdo, emergéncia em solo e vigor das plantulas.

Um outro aspecto a ser considerado, ¢ o da introdugdo aleatoria e precoce de focos de
infec¢do em areas de plantio, atuando, muitas vezes, como meio de perpetuacao de doengas
entre geracdes (disseminagdo no tempo). Machado (1988) afirma que muitos patdogenos
tiveram sua introdugdo assegurada em diferentes partes do mundo, por meio de sementes.

Trabalhos realizados em diversas espécies vegetais mostram a presenga de
Rhizoctonia solani Kiihn nas suas sementes. Este fungo, que vem sendo recuperado em
plantas de boa-noite, com sintomas de “damping-off”, exerce uma acao patogénica em uma
grande variedade de hospedeiros.

Faiad e Wetzel (1987) demonstraram que R. solani ¢ capaz de sobreviver por trés
anos em sementes armazenadas. Sua alta longevidade seja no solo, na semente ou nos

restos vegetais, dificulta o seu controle.

13



Capitulo 2

No caso especifico de boa-noite, ndo existem estudos de deteccao de patdogenos em
sementes. Pesquisas neste sentido sdo de fundamental importancia, pois podem fornecer
subsidios para a produ¢do de mudas.

Com base no exposto, realizou-se o presente trabalho, objetivando verificar a
associa¢ao de R. solani a sementes de boa-noite, espécie que vem sendo utilizada no

paisagismo da cidade do Salvador, Bahia.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no laboratério de fitopatologia da Empresa Baiana de
Desenvolvimento Agricola (EBDA), pelo convénio de cooperagao técnica celebrado entre
esta empresa e a Superintendéncia de Parques e Jardins (SPJ) da Prefeitura Municipal do
Salvador.

Com o objetivo de determinar a incidéncia de R. solani em sementes de boa-noite
comercializadas em Salvador-BA, no periodo de 2000 a 2001, foram analisadas 20
amostras, pelo método de plaqueamento em BDA (extrato de batata + dextrose e agar +
tetraciclina).

Quatrocentas sementes, de cada amostra, escolhidas ao acaso, foram desinfestadas
com uma solucdo de hipoclorito de sodio (NaClO) a 1% durante dois minutos e lavadas
duas vezes em 4gua destilada esterilizada (Machado, 1988). Em seguida, as sementes
foram distribuidas em placas de Petri e incubadas a temperatura ambiente (24+2°C), sob
regime de luz continua. Apos o periodo de oito dias, procedeu-se a leitura para observacao
da presenga de R. solani, notificando-se, também, os demais fungos incidentes nas
sementes.

A identificagdo dos organismos presentes foi realizada pela visualizagdo de suas
colonias e pela caracterizagdo das estruturas ao microscopio Optico, com o auxilio da
literatura especializada.

Os resultados foram expressos em incidéncia de fungos (percentagem de sementes
infectadas) e em freqiiéncia de aparecimento (presenca ou ndo do patégeno) para cada

amostra avaliada.
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Registrou-se, ainda, o percentual de germinagdo das amostras submetidas ao teste de

sanidade. As sementes foram consideradas como germinadas, quando a radicula

apresentava 1,5 vez o comprimento da semente (Nicholson e Sinclair, 1971).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos detectados em sementes de boa-noite estdo listados nas Tabelas 1 ¢ 2. Um

total de 10 géneros foi identificado nas 20 amostras avaliadas.

R. solani, considerado um patogeno agressivo de plantas, apresentou uma incidéncia

maxima de 3,0%, tendo sido identificado em 55% das amostras analisadas (Tabelas 1e 2).

Ficou patenteado que a maioria das sementes por ele colonizadas, ndo germinou, ¢ quando

emitia a radicula, logo ocorria a necrose dessa e, posteriormente o seu apodrecimento.

Tabela 1 - Incidéncia de fungos associados as sementes de boa-noite (Catharanthus roseus
G. Don.) no periodo de 2000 a 2001 em Salvador, BA

Incidéncia (%)*

Fungo Maxima Média
Aspergillus niger 32,0 12,6
Chaetomium globosum 3,0 2,2
Curvularia lunata 3,0 0,8
Fusarium solani 2,3 2,0
Lasiodiplodia theobromae 3,0 0,9
Penicillium sp. 31,0 0,7
Pestalotia sp. 3,0 0,8
Rhizoctonia solani 3,0 0,4
Rhizopus stolonifer 6,0 0,5
Trichoderma sp. 2,0 0,6

* A percentagem de incidéncia para cada organismo foi obtida em relagdo a soma total das
coldnias formadas nas sementes (400 sementes/amostra).

15



Capitulo 2

Um grande nimero de pesquisadores cita, também, R. solani como patdogeno de

varias outras espécies de ornamentais.

Tabela 2 - Freqiliéncia de fungos observados em 20 amostras de sementes de boa-noite

(Catharanthus roseus G. Don.) no periodo de 2000 a 2001 em Salvador, BA

Fungo

Freqiiéncia (%)*

Aspergillus niger
Chaetomium globosum
Curvularia lunata
Fusarium solani
Lasiodiplodia theobromae
Penicillium sp.

Pestalotia sp.

Rhizoctonia solani
Rhizopus stolonifer

Trichoderma sp.

100,0
35,0
40,0
40,0
25,0

100,0
45,0
55,0
60,0
30,0

*A percentagem de freqiiéncia foi obtida em relacdo a 20 amostras analisadas (400

sementes / amostra).

Pitta et al. (1990) apontam R. solani como responsavel pelo apodrecimento do colo e

da haste de gladiolo (Gladiolus sp.), sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides Benth) e de

estacas de azaléia (Azalea indica L.).

Benson e Cartwright (1996) listam 360 géneros de ornamentais parasitados por este

patégeno nos USA, dentre os quais, Anthurium, BegOnia, Bougainvillea, Caesalpinia,

Calathea, Catharanthus, Ixora, Kalanchoe, Lantana, Monstera, Peperomia, Philodendron,

Polyscias, Rhapis, Tagetes, Tradescantia e Zinnia.

Richardson (1990) ja se referia a associagdo de R. solani em sementes de

Chrysanthemum carinatum Schousb. e Tagetes spp. na América, Hibiscus spp. na India,

Impatiens na Dinamarca e Zinnia elegans Jacq., na Califérnia, Dinamarca ¢ USA,

ocasionando “damping off”.

16



Capitulo 2

Cabe ainda comentar os aspectos verificados por Benson e Cartwright (1996) quanto
a possibilidade das plantas ornamentais propagadas por sementes serem particularmente
vulneraveis a infec¢do por R. solani. Afirmam que as primeiras 24 as 72h ap6s o plantio ¢
o periodo critico para o “damping-off” de pré-emergéncia.

Segundo Chase ¢ Broschat (1998), R. solani ¢ facilmente isolado de sementes de
palmeiras. Citam ser este fungo responsavel pelo “dampinf-off” de pré e poés emergéncia
em Arecaceae.

Além deste organismo foram observados nas sementes Aspergillus niger van Tiegh.,
Fusarium solani (Mart.) Sacc., Lasiodiplodia theobromae [Pat. (Griff. & Maubl.)] e
Rhizopus stolonifer (Ehrenb. ex Fr.) Lind, citados na literatura em associa¢ao com plantas
ornamentais, apresentando podriddes de caule e raiz (Chase, 1992); Curvularia lunata
(Walk.) Boedijn e Pestalotia sp. como responsaveis por manchas foliares (Pitta et al.,
1990); Chaetomium globosum Kunze, Penicillium sp. e Trichoderma sp.

Observou-se correlacdo negativa entre as varidveis, porcentagem de germinacdo e
incidéncia de Aspergillus niger e Penicillium sp. (r = -0, 96 ¢ - 0,75, respectivamente),
indicando o efeito desfavoravel desses fungos na germinagdo das sementes (Figura 1).
Tanaka e Corréa (1981) afirmam que estes organismos contribuem para a reducao do poder

germinativo de sementes de varias espécies vegetais.

100 @ A.niger W Penicillium 0% de germinacdo
90

80 _ — 1 1 M
70 -
60

50

% ﬂ&ﬂﬂdﬂﬂﬁﬂﬂ&ﬁ&h&hmum

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

% de germinacao das
sementes e de ocorréncia de

A. niger e Penicillium sp.

Amostra
Figural - Correlagdo entre a ocorréncia de Aspergillus niger van Tiegh. e Penicillium sp. ¢ a
porcentagem de germinagdo de sementes de boa-noite (Catharanthus roseus G.
Don.)
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Os resultados obtidos no presente trabalho permitem evidenciar: a) sementes de boa-
noite podem transportar R. solani, responsavel pelo “damping-off” de pré e pos-
emergéncia, além de outros fungos com potencial fitopatogénico; e b) A. niger ¢

Penicillium sp. ocasionam a perda do poder germinativo de sementes de boa-noite.
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Patogenicidade de Rhizoctonia solani Kiihn em Boa-noite (Catharanthus

roseus G. Don.)

RESUMO

Rhizoctonia solani Kiihn foi consistentemente recuperado de plantulas de boa-noite
(Catharanthus roseus G. Don.) com sintomas de “damping-off”, em Salvador-BA, no ano
de 1999. Testes de patogenicidade foram realizados “in vitro”, utilizando-se seis isolados
do fungo, pelo método de inoculacdo de sementes; e em condi¢des de casa de vegetacao,
quatro isolados, por meio da infestagao artificial do solo e pela inoculagdo de sementes. O
delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com 10 repeti¢des. Os reisolamentos
de R. solani comprovaram os postulados de Koch, confirmando-se assim a hipdtese de que
este fungo ¢ o agente causal da doenga. Este é o primeiro relato de R. solani em boa-noite
no Brasil.

Palavras-chave: fungo, Rhizoctonia solani, Catharanthus roseus, “damping-off”.

Patogenicity of Rhizoctonia solani Kihn in Vinca (Catharanthus roseus G. Don.)

ABSTRACT

Rhizoctonia solani Kiihn was continuously got from damping-off seedlings of vinca
(Catharanthus roseus G. Don.) in Salvador, State of Bahia, Brazil, in 1999. Pathogenic
tests “in vitro” were carried out, using six isolated of the fungus, by the seeds inoculation
method and four isolates under greenhouse conditions by artificial soil infestation and
seeds inoculation. The experimental design was entirely randomized with 10 repetitions.
The reisolations of R. solani proved Koch's postulates, confirming the hypothesis that this
fungus is the agent that causes the disease. This is the first R. solani report related to vinca
in Brazil.

Key words: fungi, Rhizoctonia solani, Catharanthus roseus, damping-off.

INTRODUCAO

A vinca ou boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.) é uma planta arbustiva, semi-

herbacea, da familia Apocynaceae, comumente usada para ornamentagdo de jardins e



Capitulo 3

logradouros publicos. Como todas as plantas cultivadas, as ornamentais sao suscetiveis a
um grande nimero de doencas fungicas (Mendes et al., 1998; Chase, 1992; Viégas, 1961).

Entretanto, no Brasil poucos estudos tém sido realizados quanto ao aspecto
patolégico, em relagdo as plantas ornamentais.

A partir de 1999, em Salvador - BA, vem sendo constatada em mudas de boa-noite, a
ocorréncia de “damping-off” de pré e pods-emergéncia, sendo o agente etioldgico
identificado como Rhizoctonia solani Kiihn.

Este organismo, considerado um patégeno em potencial, ¢ um habitante natural do
solo, capaz de infectar desde plantas herbaceas até¢ lenhosas. A sua disseminacdo pode
ocorrer pela 4gua da chuva ou de irrigagdo, pelo movimento do solo durante as operagdes
de aracdo e gradagem, pelo transporte de mudas e por sementes contaminadas.

Benson e Cartwright (1996) apontam, dentre as doengas causadas por R. solani em
ornamentais, “damping-off” de pré e pos-emergéncia e podridao do caule.

Daughtrey et al. (1995) citam que a incidéncia e severidade da doenga dependem do
hospedeiro, ragas do fungo e condi¢cdes ambientais. Mencionam que em estudos realizados
sobre o desenvolvimento de podriddes de raizes associadas a Rhizoctonia DC. ex Fr., a
doenga aumenta de intensidade em solos com temperatura na faixa de 17-26°C e que
apresentam uma capacidade de retencdo de umidade abaixo de 40%. Afirmam que solos
com niveis elevados de oxigénio e baixos teores de didxido de carbono tendem a
intensificar a severidade do ataque do patogeno.

Segundo Bedendo (1995), o contato entre hospedeiro e patogeno pode ser
estabelecido quando a semente ¢ colocada no solo infestado, podendo o patégeno atacar
diretamente a semente ou os tecidos jovens produzidos apds sua germinagao.

Em vista da importdncia economica e social que o cultivo e comercializagdo de
plantas ornamentais representa atualmente para o Brasil, e dos prejuizos que os patégenos
associados a “damping-off” vém ocasionando, principalmente durante a producdo de
mudas, o presente trabalho tem como objetivo demonstrar a patogenicidade de isolados de

R. solani em boa-noite.
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MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido no laboratorio de fitopatologia e casa-de-vegetagdao da
Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA), pelo convénio de cooperagdo
técnica celebrado entre esta empresa e a Superintendéncia de Parques e Jardins (SPJ) da

Prefeitura Municipal do Salvador.

Microrganismos

Foram utilizados seis isolados de R. solani nos experimentos “in vitro” e quatro em
casa-de-vegetacdo, recuperados de sementes e de plantulas de boa-noite com sintomas
tipicos de “damping-oft”.

Os isolados do fitopatogeno foram cultivados individualmente em placas de Petri
contendo batata-dextrose-agar (BDA) e incubados a temperatura ambiente (24 + 2°C) e
umidade relativa de 78%, sob regime de luz constante, mantido pelo uso de lampadas

fluorescentes de 40W.

Preparo do indculo

O inoculo utilizado nos experimentos, referente a cada isolado de R. solani, foi
obtido triturando-se o conteudo de duas placas de Petri, contendo meio BDA e estruturas
do fungo, com oito dias de idade, e 100ml de 4gua destilada esterilizada, em
liquidificador, com velocidade méaxima, por dois minutos, segundo metodologia adaptada

de Halloin (1975).

Procedéncia das sementes
Nos experimentos “in vitro” e em casa de vegetacdo foram utilizadas sementes da
marca ISLA, lote 12358 com validade até outubro de 2004, apresentando 86% de

germinacao e 99,9% de pureza.
Teste de patogenicidade “in vitro”

Neste experimento as sementes foram desinfestadas com hipoclorito de soédio

(NaClO) a 1%, durante dois minutos ¢ lavadas duas vezes com agua destilada esterilizada.
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Em seguida, procedeu-se a imersdao das sementes, separadamente nas suspensdes dos seis
isolados (R1, R2, R3, R4, R5 ¢ R6) de R. solani, durante uma hora. Apoés este periodo, o
excesso de liquido foi drenado, tendo sido postas a secar em papel filtro, a temperatura
ambiente, por 10 minutos.

As sementes assim tratadas foram transferidas para placas de Petri com meio BDA,
empregando-se 100 sementes para cada tratamento, e incubadas a temperatura ambiente
(24 £ 2°C) e umidade relativa de 78%, sob regime de luz constante.

O mesmo procedimento foi adotado com sementes desinfestadas e ndo inoculadas
com os isolados de R. solani, que serviram como testemunha.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado com sete
tratamentos, representados pelos seis isolados de R. solani e a testemunha, com 10
repeticoes.

A avaliacdo foi efetuada no oitavo dia de incubacdo, anotando-se o numero de

sementes com colonias do fungo nos diferentes tratamentos.

Testes de patogenicidade em casa-de-vegetacao

Visando a comprovagdo da patogenicidade de R. solani em plantulas de boa-noite,
em condic¢des de casa-de-vegetacdo, foram aplicados dois métodos:

a) teste de patogenicidade pela inoculagdo de sementes;

b) teste de patogenicidade pela inoculagdo do solo.

Delineamento estatistico:
O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente casualizado com cinco
tratamentos, representados pelos quatro isolados do patégeno e a testemunha, com dez

repeticdes.

Fatores ambientais

Durante os experimentos foram registradas na casa-de-vegetacdo uma temperatura

média de 26 + 2°C e umidade relativa em torno de 70%.

AvaliagOes
As avaliacdes ocorreram apo6s 15 dias da semeadura, anotando-se o numero de

plantulas sobreviventes em cada tratamento.
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Teste de patogenicidade pela inoculagdo de sementes

Sementes de boa-noite foram inoculadas, separadamente, com os isolados R1, R2,
R3 e R6 de R. solani, seguindo a metodologia anteriormente descrita para o teste de
patogenicidade “in vitro”.

As sementes inoculadas foram plantadas em sacos de polietileno contendo 0,5kg de
solo autoclavado por 60 minutos a 120°C e latm, e previamente umedecido com agua
destilada esterilizada. Dez sementes de boa-noite foram utilizadas para cada saco,
perfazendo um total de 100 sementes por tratamento.

O mesmo procedimento foi adotado com sementes desinfestadas e ndo inoculadas

com os isolados de R. solani, que serviram como testemunha.

Teste de patogenicidade pela infestagio do solo

Utilizaram-se sacos de polietileno contendo 0,5 kg de solo autoclavado por 60
minutos a 120°C e 1 atm e previamente umedecido com agua destilada esterilizada. Este
foi inoculado, separadamente, com uma suspensao de 20ml dos isolados de R. solani (R1,
R2, R3 e R6). Os sacos foram fechados e incubados por cinco dias, apds o que ocorreu a
semeadura. Dez sementes desinfestadas de boa-noite foram utilizadas para cada saco,
perfazendo um total de 100 sementes por tratamento.

A testemunha consistiu de sementes plantadas em solo esterilizado, ndo inoculado

com o fitopatogeno.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes ao teste de patogenicidade “in vitro” estdo contidos na
Tabela 1.

As sementes inoculadas com os isolados R2, R3 e R6 apresentaram os mais elevados
indices de colonizagdo, ndo diferindo entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

A colonizagdo das sementes inoculadas com os isolados R4 e R5 foi inferior a
apresentada pelos isolados acima citados, havendo, entretanto diferenga significativa entre
eles (Tabela 1).

As sementes testemunhas nao foram infectadas pelo patoégeno.
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Tabela 1 - Médias de sementes de boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.) infectadas por

Rhizoctonia solani Kiihn no teste de patogenicidade “in vitro”

Tratamento Semente infectada®

R6 337

R3 324

R2 324

R4 2,9°

RS 1,8

R1 1,67
Testemunha 0,0

CV.(%)=64

Teste F* = 93,7**

“Dados transformados por raiz de x + 1. Médias seguidas da mesma letra na vertical, ndo
diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
“Dados obtidos de 10 repeti¢des com 10 sementes cada.

Em todos os tratamentos, as sementes infectadas apresentaram-se revestidas pelo
micélio do patégeno e com inibicdo da germinacdo. Em geral, quando a semente emitia a
radicula, ocorria a necrose desta, que se apresentava com coloracdo marrom escura €
posterior apodrecimento.

As médias de plantulas sobreviventes nos testes de patogenicidade em condi¢des de
casa-de-vegetacdo pela inoculagdo de sementes e do solo, correspondente a cada isolado
de R. solani, sao apresentadas na tabela 2.

As observagdes e resultados obtidos em ambos os métodos evidenciam R. solani
como um patoégeno agressivo a boa-noite (Figuras 1 e 2).

Todos os isolados de R. solani foram patogénicos a boa-noite, diferindo
significativamente da testemunha pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade em ambos os

métodos adotados (Tabela 2).
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Tabela 2 - Médias de plantulas de boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.) sobreviventes

nos testes de patogenicidade com Rhizoctonia solani Kithn em casa-de-

vegetacao
Método de Inoculagdo
Tratamento Semente® Solo®
Testemunha 3,0 A 32 A
R1 228 24 8
R2 228 1,9 €
R6 2,18 1,8 ¢
R3 2,0 1,7 ©
C.V. (%)= 15,4 12,1
Teste F’ = 33,2 ** 21,3%*

“Dados transformados por raiz de x+1. Médias seguidas da mesma letra na vertical, nio
diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
** Significativos ao nivel de 1% de probabilidade.
* Dados obtidos de 10 repeticdes com 10 sementes cada.

A maior média de plantulas sobreviventes no método de infestacdo do solo foi
registrada pelo isolado R1, que apresentou diferenca significativa dos demais isolados
(Tabela 2).

Nas inoculagdes realizadas pela imersdo das sementes de boa-noite nas suspensoes
fungicas, os isolados mostraram comportamento similar, ndo diferindo estatisticamente
entre si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Em todos os tratamentos efetuados observou-se o aparecimento de manchas foliares,
necrose e escurecimento da regido do colo e hipocétilo (Figura 3).

Sementes severamente infectadas ndo germinaram. No caso de infec¢do parcial, as
sementes germinaram, mas ndo alcancaram a fase de plantula (Figuras 4A e 4B), ou
desenvolveram plantulas anémalas (Figura 5) com coloracdo amarelada, ou sofreram
“damping-off” de pds-emergéncia.

As plantulas testemunhas mantiveram-se sadias, sem sintomas de doenga.
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Figuras 1 - Rhizoctonia solani Kiithn em boa-noite (Catharanthus roseus G. Don). (A) Solo
inoculado com o isolado R3. (B) Solo inoculado com o isolado R1. Em ambas
as fotos as testemunhas estdo localizadas na parte superior
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Figuras 2 - Rhizoctonia solani Kiihn em boa-noite (Catharanthus roseus G. Don).
(A) Sementes inoculadas com o isolado R1. (B) Sementes inoculadas

com o isolado R3. Em ambas as fotos as testemunhas estdo localizadas na
parte superior
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Figura 3 - Lesdes escuras e deprimidas na regido do hipocoétilo e manchas foliares em
plantulas de boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.) infectadas por

Rhizoctonia solani Kiihn (isolado R6)

Os dados concernentes as pesquisas realizadas, tanto “in vitro”, como em condi¢des
de casa-de-vegetacdo, pelos dois métodos aplicados, mostraram que R. solani afetou
significativamente a germinagao das sementes de boa-noite e ocasionou problemas de pos-
emergéncia.

Bedendo (1995) menciona que R. solani vive saprofiticamente na matéria organica
do solo ou em restos de cultura, tornando-se um patéogeno agressivo quando encontra
sementes em germinacao e tecidos jovens, como cotilédones, hipocotilos e raizes.

Os resultados obtidos no presente trabalho estao de acordo com Benson e Cartwright
(1996) que citam este fungo como capaz de atacar os tecidos jovens de plantas
ornamentais, sendo as sementes, de um modo geral, particularmente vulneraveis a sua

infeccao.
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B

Figuras 4 — Sementes de boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.) infectadas por
Rhizoctonia solani Kiihn. (A) Radicula apresentando lesdo necrotica escura,
procedente de solo inoculado com o isolado R3. (B) Semente com germinagao
atipica, sem exposi¢do das primeiras folhas, procedente de solo inoculado

com o isolado R2

De acordo com Caldari Junior et al. (1997), R. solani é caracterizado pelo rapido
desenvolvimento e alta patogenicidade as plantas ornamentais, afetando azaléia
(Rhododendron sp.), craveiro (Dianthus caryophyllus L.), poinsétia (Euphorbia
pulcherrima Willd) e varias espécies da familia Orchidaceae, onde pode causar sérios
danos como podridao de raizes, provocada pelo ataque direto do patdogeno no local.
Continuando, afirmam que a evolu¢do da doenca compromete a passagem da agua e
nutrientes para a parte aérea da planta, promovendo sintomas reflexos de murcha foliar e

deficiéncia nutricional, como avermelhamento de folhas.
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Figuras 5 - Plantulas de boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.). (A) Plantulas infectadas
com Rhizoctonia solani Kiihn, isolado R1. (B) Plantulas infectadas com o

isolado R3. Em cada foto, as plantulas testemunhas, sem sintomas de doenga,
estdo localizadas a direita
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A diferenca na viruléncia entre alguns isolados de R. solani em relagdo a infecgdo de
sementes e plantulas de boa-noite, apresentada nos testes “in vitro” e em casa-de-
vegetacdo, pelo método de inoculagdo do solo, indica a variabilidade patogénica existente
entre isolados, assemelhando-se ao relato de varios pesquisadores (Papavizas e Davey,
1962; Galindo et al., 1982; Ogoshi, 1987).

Os reisolamentos de R. solani comprovaram os postulados de Koch, confirmando-se,
assim, a hipotese de que esse fungo € o agente causal do “damping-off” de pré e pos-
emergéncia em boa-noite.

Apesar de minuciosa consulta a literatura disponivel, ndo foram encontrados relatos

desse patdgeno parasitando plantas de boa-noite no Brasil.
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Efeito Antagbnico de Trichoderma spp. a Rhizoctonia solani Kiihn em

Boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.), pelo Tratamento do Solo

RESUMO

Com o objetivo de buscar meios alternativos para o controle de R. solani em boa-noite, foi
estudada, “in vitro” e em casa-de-vegetagao, a atividade antagonica de Trichoderma spp.
(Trichoderma aureoviride, T. harzianum, T. longibrachiatum, T. koningii e Trichoderma
spp.). “In vitro”, foram testados 20 isolados pelo método de culturas pareadas e em
condigdes de casa-de-vegetagio foram usadas suspensdes de 10° conidios/ml de cinco
isolados de Trichoderma (T. harzianum, T. longibrachiatum e Trichoderma spp.), que
apresentaram eficiéncia no teste “in vitro”. Estes foram aplicados ao solo autoclavado,
antes, simultaneamente e apos inoculagdo de R. solani. Cinco dias depois de processadas as
inoculacdes em solo, ocorreu o plantio das sementes de boa-noite. Todas as espécies de
Trichoderma inibiram R. solani “in vitro”, diferindo dos resultados obtidos em casa-de-
vegetagdo. Nesta condigdo, destacou-se o isolado T11 (Trichoderma sp.), que controlou R.
solani nos trés métodos adotados. O isolado T3 (T. longibrachiatum) foi eficaz no controle
de R. solani, quando aplicado simultaneamente e anteriormente a este patogeno.

Palavras — chave: biocontrole, Rhizoctonia solani, Trichoderma, Catharanthus roseus.

ABSTRACT

Antagonistic effect of Trichoderma spp. to Rhizoctonia solani Kihn in vinca
(Catharantus roseus G. Don.), by the Treatment of the Soil

With the objective of seeking alternative means to control Rhizoctonia solani Kiihn in
vinca (Catharanthus roseus G. Don.), the antagonistic activity of Trichoderma spp.
(Trichoderma aureoviride, T. harzianum, T. longibrachiatum, T. koningii and Trichoderma
spp.). was evaluated “in vitro” and under greenhouse conditions. 20 isolates were tested “in
vitro” by the dual culture method and under greenhouse conditions 10° conidial
suspensions of five Trichoderma (T. harzianum, T. longibrachiatum and Trichoderma
spp.) isolates were used. These five isolates reported efficiency in the test “in vitro”. They
were applied to sterilized soil, before, simultaneously and after R. solani inoculation. Five
days after the soil inoculations, the seeds of vinca were planted. The results showed that all
Trichoderma species inhibited R. solani “in vitro”, while under greenhouse conditions the
results obtained were different. Under this condition, the isolated T11 (Trichoderma sp.)
was the most effective agent of controlling R. Solani. The isolate T3 (T. longibrachiatum)
was effective in R. solani control when it was applied simultaneously and previously to
this pathogen.

Key words: biocontrol, Rhizoctonia solani, Trichoderma, Catharanthus roseus.
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INTRODUCAO

O cultivo de boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.) ¢ afetado por varias
enfermidades, sendo a mais severa o “damping-off” ou tombamento das plantulas,
ocasionado por Rhizoctonia solani Kiihn.

Daughtrey et al. (1995) apontam R. solani em diversas espécies de ornamentais,
inclusive em boa-noite. Entretanto, faz-se necessario que sejam encetadas pesquisas que
levem a uma melhor compreensdo das interagdes patdogeno-planta, no caso R. solani/boa-
noite, como também, no que diz respeito ao controle a ser empregado.

Em geral, muitos fungos patogénicos habitam as raizes de seus respectivos
hospedeiros, sobrevivendo por muito tempo.

Sendo R. solani um patégeno comumente encontrado no solo e na rizosfera de
plantulas com tombamento, os métodos convencionais de controle adotados, muitas vezes,
sdo ineficientes.

Dai a necessidade de outras formas de controle serem investigadas, tais como, o
biocontrole, como um possivel processo alternativo, capaz de reduzir o potencial de
in6culo e, conseqlientemente, determinar um declinio na incidéncia da doenga.

Segundo Melo (1998), alguns fungos antagdnicos tém sido relatados como
parasitas de uma grande variedade de patogenos. Entretanto, este pesquisador acrescenta
que muitos desses agentes demonstram certa especializacdo em parasitas de determinadas
classes.

Para May e Kimati (1999) o sucesso do uso de microrganismos no controle
bioldgico depende muito da forma de aplicagdo do antagénico e naturalmente da
especificidade deste em relagdo ao patogeno.

Dentre os fungos antagonistas, Trichoderma Pers. ex Fr. situa-se como um dos
mais potentes e eficientes saprofitas de solo. Este organismo ¢ um micoparasita
necrotréfico eficaz no controle de inimeros fungos fitopatogénicos, principalmente aqueles
com estruturas de resisténcia consideradas dificeis de serem atacadas por microrganismos.

Bettiol (1996) cita, dentre os diversos patossistemas estudados, Trichoderma spp.
para o controle de Phytophthora sp., Crinipellis perniciosa (Stahel) Sing., R. solani,

Sclerotium rolfsii Sacc., Sclerotinia spp. e Cylindrocladium sp.
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Melo (1991) selecionou esse organismo como agente promissor para o controle
bioldgico, por apresentar um grande nimero de vantagens, dentre as quais, a de adquirir
resisténcia a fungicidas. De acordo com Michereff et al. (1993), a velocidade de
crescimento apresentada por Trichoderma spp. tem motivado a utilizagdo deste
microrganismo como agente de biocontrole.

A atividade de agentes de biocontrole ¢ influenciada por varios fatores, inclusive
ambientais. Papavizas (1981) ressalta que espécies de Trichoderma necessitam de uma
base alimentar adequada, para estabelecer-se no solo e na rizosfera.

Hadar et al. (1984) salientam que os isolados de Trichoderma nativos sao mais
adaptaveis ao solo que os introduzidos. Melo (1998) relata que a incorporagdo de
antagonistas adaptados ao microhabitat do patéogeno ¢ um aspecto relevante para muitos
sistemas planta-patdégeno. Explica que, no entanto, com algumas excegdes, antagonistas
podem ser introduzidos em outro ambiente diferente daquele onde foi isolado, estabelecer-
se e parasitar o patdgeno.

Com base na complexidade apresentada por agentes do biocontrole, e levando em
consideracdo a importancia relevante, que atualmente exerce o cultivo de ornamentais, este
trabalho tem como objetivo selecionar isolados de Trichoderma, que apresentem qualidade
antagonica a R. solani, visando a reduzir as perdas ocasionadas por este patdgeno em boa-

noite.

MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no laboratério de fitopatologia e casa-de-vegetacao da
Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA), pelo convénio de cooperagdo
técnica celebrado entre esta empresa e a Superintendéncia de Parques e Jardins (SPJ) da
Prefeitura Municipal do Salvador.

Como candidatos antagonistas, foram testados 20 isolados de Trichoderma spp.
(Tabela 1).

Selecéo de Trichoderma spp. com potencial para controle de R. solani “in vitro”
Os vinte isolados de Trichoderma spp., listados na Tabela 1, foram testados contra

R. solani, pelo método de culturas pareadas (Bell et al., 1982). Discos de batata-dextrose-
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agar (BDA), de 4mm de diametro, removidos das margens das colonias do patogeno e
antagonista com oito dias de idade, foram transferidos para placas de Petri contendo BDA,
e colocados em lados opostos a uma distancia de 7cm entre si. As placas permaneceram
incubadas, durante oito dias, sob luz fluorescente, a uma temperatura ambiente em torno

de 24 + 2°C e umidade relativa de 78%, quando ocorreram as avaliagdes.

Tabela 1 - Isolados de Trichoderma spp. utilizados no teste de antagonismo “in vitro”

Isolados Espécie Procedéncia* Cultura

Tl Trichoderma sp. CNPMA -

T2 Trichoderma sp. SPJ Séalvia

T3 T. longibrachiatum Rifai UnB -

T4 Trichoderma sp. SPJ Grama esmeralda

TS T. aureoviride Rifai UnB -

T6 Trichoderma sp. CNPMA -

T7 Trichoderma sp. CNPMA -

T8 Trichoderma sp. CNPMA -

T9 Trichoderma sp. SPJ Grama esmeralda
T10 Trichoderma sp. SPJ Grama esmeralda
T11 Trichoderma sp. SPJ Grama esmeralda
T12 T. harzianum Rifai UnB -

T13 Trichoderma sp. SPJ Alpinia

T14 Trichoderma sp. SPJ Ctenanthe
T15 Trichoderma sp. SPJ Ctenanthe
T16 Trichoderma sp. SPJ Grama esmeralda
T17 Trichoderma sp. SPJ Pingo-de-ouro
T18 T. harzianum Rifai CNPMA -

T19 T. koningii Oud. CNPMA -

T20 Trichoderma sp. SPJ Palmeira Phoenix

* CNPMA — Centro Nacional de Prote¢ao ao Meio Ambiente / EMBRAPA
SPJ — Superintendéncia de Parques e Jardins / Prefeitura Municipal do Salvador
UnB — Universidade de Brasilia
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As avaliacOes basearam-se nos critérios estabelecidos por Bell et al. (1982),
constantes de uma escala de notas que variam de 1 a 5, na qual o valor 1 foi atribuido
quando Trichoderma invadiu completamente o patdégeno e colonizou todo o substrato; 2,
quando o antagonista invadiu pelo menos 2/3 da superficie do meio; 3, quando o
antagonista e o patdégeno colonizaram a metade da superficie do meio; 4, quando o
patdégeno colonizou no minimo 2/3 da superficie do meio e parece se opor ao antagonista;
e o valor 5, quando o patogeno invadiu completamente o antagonista e ocupou toda a
superficie do meio.

Para cada tratamento foram aplicadas cinco repeticdes. As testemunhas consistiram
de placas contendo, separadamente Trichoderma e R. solani.

Foram observadas as caracteristicas culturais dos isolados de Trichoderma pareados

com os isolados de R. solani.

Crescimento de isolados de R. solani e espécies de Trichoderma “in vitro”, em cultivo
individual

A metodologia aplicada, neste experimento, baseou-se em Jackisch-Matsuura e
Menezes (1999).

Foram determinados o crescimento micelial e a taxa de crescimento de cinco
isolados de Trichoderma que obtiveram nota 1, no experimento anterior e de seis isolados
de R. solani, patogénicos a cultura de boa-noite.

Discos de aproximadamente 4mm de didmetro foram retirados das margens das
coldnias dos isolados de ambos os fungos, com oito dias de idade e transferidos para o
centro de placas de Petri contendo BDA. As placas foram incubadas a temperatura
ambiente (24 + 2°C), em regime de luz constante.

Para cada tratamento foram feitas cinco repeti¢cdes, sendo o experimento realizado
em delineamento inteiramente casualizado.

O registro do crescimento micelial radial deu-se pela medida do diametro de cada
coldnia, com auxilio de régua milimetrada, em dois intervalos de tempo, 24h e 48h. A taxa
de crescimento de cada organismo foi determinada aplicando-se a féormula adaptada de

Lilly e Barnett citada por Jackisch-Matsuura e Menezes (1999):
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(C-Cy)
Txc =
T,-T;

onde: Txc = taxa de crescimento;
C, = crescimento apds 48h de incubacgio;
C, = crescimento apds 24h de incubagao;
T,=48h;
T, = 24h.

Efeito de Trichoderma spp. no biocontrole de R. solani em boa-noite, em casa-de-
vegetacdo, pelo tratamento do solo
Com a finalidade de verificar o efeito de Trichoderma spp. sobre R. solani em boa-
noite, foram realizados trés experimentos em condi¢do de casa-de-vegetacao:
a) inoculagdo do solo com R. solani anterior ao tratamento com Trichoderma spp.;
b) inoculagdo simultanea do solo com R. solani e Trichoderma spp.;
¢) inoculagdo do solo com R. solani apds o tratamento com Trichoderma spp.
Foram empregados um isolado de R. solani (R6) e cinco de Trichoderma (T1, T3,
T11, T12, e T18), escolhidos dentre aqueles que obtiveram nota 1 no teste de selecdo de

Trichoderma spp. com potencial para controle de R. solani “in vitro”.

Preparo do Indculo

O indculo foi preparado triturando-se por dois minutos, em um liquidificador com
100ml de agua destilada esterilizada, o conteudo de duas placas de Petri, com meio BDA ¢
culturas, com oito dias de idade, de R. solani (R6) e de cada isolado de Trichoderma,
separadamente, segundo metodologia descrita por Halloin (1975).

No caso de Trichoderma, a concentracdo das suspensdes de cada isolado foi
determinada pelo emprego da camara de Neubauer e posteriormente ajustada para 10’

esporos/ml.

Inoculagédo
As inoculacdes foram realizadas em solo autoclavado, contido em sacos de

polietileno com capacidade para 0,5kg.
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Nos experimentos onde ocorreu a inocula¢do do solo com R. solani anterior e
posterior a Trichoderma, foi resguardado um periodo de cinco dias entre a inoculagdo do
patdgeno e a do antagonista ou vice-versa.

No caso da inoculagdo simultanea, procedeu-se primeiro a inoculagdo com R. solani
e em seguida ao tratamento do solo com cada um dos isolados de Trichoderma,
separadamente.

A quantidade das suspensdes dos inoculos adicionadas ao solo foi de 20ml, tanto em

relagdo ao patdgeno, quanto aos isolados de Trichoderma, nos trés experimentos.

Plantio

Foram empregadas 10 sementes de boa-noite/saco, ap6s cinco dias das inoculagdes.

Fatores Ambientais
Durante a execugdao dos experimentos foi registrada na casa-de-vegetagdo uma

temperatura em torno de 26+2°C e umidade relativa de 70%.

Delineamento Estatistico

O delineamento estatistico empregado nos trés experimentos foi o inteiramente
casualizado com seis tratamentos, representados pelos cinco isolados de Trichoderma e a
testemunha, e cinco repetigdes.

As testemunhas consistiram de sementes plantadas em solo inoculado apenas com R.

solani.

AvaliagOes
As avaliagdes foram efetuadas no 15° dia apds a semeadura, determinando-se a
porcentagem de plantulas sobreviventes, sem sintomas da doenga, nos diversos

tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito Antagobnico de isolados de Trichoderma a R. solani ““in vitro”
Os isolados de Trichoderma testados evidenciaram capacidade variavel de inibir o

crescimento micelial de R. solani (Tabela 2).

41



Capitulo 4

Tabela 2 - Sele¢do de isolados de Trichoderma spp. com potencial para o controle de

Rhizoctonia solani Kiihn

Isolados de Trichoderma Notas ' Isolados de Trichoderma Notas '
T1 1* T11 1*
T2 1 T12 1*
T3 1* T13 2
T4 1 T14 2
TS5 2 T15 1
T6 3 T16 1
T7 1 T17 3
T8 2 TI18 1*
T9 1 T19 1

T10 4 T20 1

! Valores médios de notas de cinco repeti¢des de acordo com os critérios de Bell et al.
(1982).

* Isolados de Trichoderma selecionados para os testes de antagonismo em casa-de-
vegetacao.

Os isolados T1, T2, T3, T4, T7, T9, T11, T12, T15, T16, T18, T19 e T20 recobriram
completamente a colonia do patdgeno até o oitavo dia de incubagdo, sendo-lhes atribuida a
nota 1. Dentre estes, alguns foram selecionados para uso nos demais experimentos mesmo
conhecendo-se a inexisténcia de correlagdo entre os resultados de experimentos “in vitro”
e “in vivo” (Blakeman e Fokkema, 1982).

Os demais isolados receberam notas 2, 3, ou 4, dependendo do grau de inibicdo da

coldnia do patogeno (Figuras 1, 2 e 3).

42



Capitulo 4

Figura 1- Isolados de Trichoderma Pers. ex Fr. com potencial para controle de
Rhizoctonia solani Kiihn (R6), pelo método de culturas pareadas em BDA. Em
cada foto: testemunha de R. solani (abaixo a direita); testemunha de
Trichoderma (abaixo a esquerda); e parcamento acima. A = Trichoderma sp.
(T1); B=T. longibrachiatum Rifai (T3)
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Figura 2 - Isolados de Trichoderma Pers. ex Fr. com potencial para controle de
Rhizoctonia solani Kiihn (R6), pelo método de culturas parcadas em BDA. Em
cada foto: testemunha de R. solani (abaixo a direita); testemunha de
Trichoderma (abaixo a esquerda); ¢ parecamento acima. A = Trichoderma sp.
(T11); B=T. harzianum Rifai (T12)
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B

Figura 3 - Isolados de Trichoderma Pers. ex Fr. com potencial para controle de
Rhizoctonia solani Kiihn (R6), pelo método de culturas parcadas em BDA. Em
cada foto: testemunha de R. solani (abaixo a direita); testemunha de
Trichoderma (abaixo a esquerda); e pareamento acima. A = T. aureoviride Rifai
(T5); B =Trichoderma sp. (T17)

O crescimento de R. solani foi sempre interrompido quando em contato com
Trichoderma, apresentando uma evidente zona de demarcagdo na area de encontro dos
dois organismos (Figura 4). Esta zona desaparecia gradativamente com o crescimento de

Trichoderma sobre a area colonizada pelo patdogeno.

45



Capitulo 4

Figura 4 - Inibi¢do do crescimento de Rhizoctonia solani Kiihn por Trichoderma sp.,
apresentando, nitidamente, a zona de demarcacao

A redugdo do crescimento de R. solani na presenga de Trichoderma spp. ocorreu,
provavelmente, devido a liberag@o de substancias de natureza enzimatica ou antibidtica no
meio de cultura. Metabolitos produzidos por espécies de Trichoderma tém sido relatados
como responsaveis pela inibi¢do do crescimento de varios fitopatdogenos (Silveira et al.,
1994; Melo, 1991; Papavizas, 1985).

Nao pode ser descartada a possibilidade de as zonas de inibi¢cdo resultarem de
produtos oriundos da colonia do patéogeno, isoladamente ou em reagdo com metabodlitos
dos antagonistas (Blakeman e Fokkema, 1982).

Observagoes feitas quanto as caracteristicas culturais nos pareamentos mostraram a
ocorréncia de sobreposi¢do da colonia de R. solani por Trichoderma, esporulagao deste
sobre R. solani, formagdo de halo de separagdo e colora¢do do meio de cultura por parte
do antagonista, conforme apresentados no Quadro 1.

Os isolados T3 e T18 foram os que aparentemente produziram metabolitos, deixando
o meio BDA com uma coloragdo verde-limao e amarelo-intensa, respectivamente.

Trabalhos realizados com Trichoderma apresentaram as mesmas caracteristicas
culturais observadas neste experimento (Jackisch-Matsuura e Menezes, 1999; Silveira et
al., 1994; Michereff et al., 1993).

Dennis e Webster (1971 a, b) observaram a paralisagdo do crescimento de diversos
fungos fitopatogénicos em culturas pareadas, entre eles R. solani Kiihn, quando em

contato com Trichoderma spp., seguindo este tltimo seu crescimento normal de modo a
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recobrir toda a placa, enquanto que as hifas dos patdgenos apresentavam alteragdes

morfoldgicas, mostrando-se mais ramificadas e espessas que o normal.

Quadro 1 - Caracteristicas culturais de isolados de Trichoderma spp. em pareamento “in

vitro” com Rhizoctonia solani Kiithn, em BDA

Pareamento Esporulacdo sobre Halo de Pigmentagdo do | Sobreposicao de

R. solani separa¢io meio R. solani
R1xTI ++ ++ - ++
R1x T2 ++ + - ++
R1x T3 ++ + ++ ++
R1xT4 ++ - - T+
RI1xT5 + - _ T
R1xTé6 + ++ - +
RIx T7 —+ + - +
RI x T8 + - + -
R1xT9 ++ ++ - ++
R1xTI10 - - - -
RIxT11 ++ + - ++
RI1x T12 ++ ++ - ++
R1xTI3 + ++ - +
R1xT14 + ++ - +
R1xTI15 ++ ++ - ++
R1xT16 ++ ++ - ++
R1xT17 - + - -
R1xTI18 ++ + ++ ++
R1xTI9 ++ + - ++
R1 x T20 ++ ++ - ++
(++) = intenso (+) = pouco intenso (-) = ausente
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Crescimento Micelial
Os resultados do crescimento micelial nos periodos de 24 e 48h estdo apresentados

na Figura 5, e a taxa de crescimento em mm/dia, na Figura 6.
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Figura 5 - Crescimento micelial radial de isolados de Rhizoctonia solani Kiihn e
Trichoderma spp. "in vitro", em cultivo individual em BDA, em dois periodos

de leitura.

O crescimento micelial do isolado T3 nos periodos de 24 (30,8mm) e de 48h
(83,4mm) mostrou diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de
Tukey, em relagdo aos outros isolados de Trichoderma.

No periodo de 24h os isolados R5 (38,2mm) e R6 (39,6mm) apresentaram um
crescimento significativamente maior que os demais isolados testados. Os isolados R2
(33,2mm) e T3 (30,8mm) nao mostraram diferenga significativa entre si ao nivel de 1% de
probabilidade. Quanto ao isolado R1 (18,8mm), seu crescimento foi menor, diferindo dos
demais, com excecao do T18 (21,0mm).

No periodo de 48h, a média dos didmetros das colonias foi maior para o isolado T3
(83,4mm) de Trichoderma, e para os isolados R6 ¢ R5 (78,6 ¢ 77,6mm, respectivamente)
de R. solani, que diferiram significativamente dos demais ao nivel de 1% de

probabilidade.
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Com relagdo a taxa de crescimento micelial os dados obtidos indicaram valores
maiores para T3 e T12 (2,19mm) que foram estatisticamente diferentes dos outros isolados
estudados.

R5 e R6 apresentaram as maiores taxas de crescimento (1,64 e 1,62 mm,
respectivamente), sendo que R1 obteve a menor (1,27 mm), diferindo significativamente
ao nivel de 1% de probabilidade dos demais isolados de R. solani.

Os isolados de R. solani que apresentaram as maiores taxas de crescimento
demonstraram um comportamento mais agressivo a boa-noite em testes de patogenicidade
“in vitro” ¢ em condi¢des de casa-de-vegetacdo. A taxa de crescimento micelial pode
indicar uma maior capacidade para colonizar substratos e competir pela habilidade

saprofitica com outros fungos habitantes do solo.
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Figura 6 - Taxa de crescimento micelial de Rhizoctonia solani Kiihn e Trichoderma spp.

em cultivo individual, em BDA

Efeito Antagonico de isolados de Trichoderma a R. solani em condi¢fes de casa-de-
vegetacao, pelo tratamento do solo

Os resultados do teste de antagonismo em condi¢des de casa-de-vegetagcdo estdo
representados na Tabela 3, onde constam os dados referentes as comparacdes entre cada

tratamento e a testemunha.
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Somente o isolado T11 de Trichoderma nas trés seqiiéncias de aplicagdo dos
inoculos (R. solani aplicado antes, simultaneo e ap6s Trichoderma), apresentou uma
diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade em relagdo a testemunha
(Tabela 3). Muito embora se observasse em todos os tratamentos com Trichoderma uma
tendéncia a apresentar maior numero de plantulas sadias em relacdo a testemunha
inoculada com o isolado R6 de R. solani (Figuras 7 e 8).

O isolado T3 de Trichoderma também diferiu significativamente da testemunha na
seqiiéncia de inoculagdo com R. solani simultaneo a Trichoderma.

Os demais isolados testados na supressdo de “damping-off” causado por R. solani

em boa-noite, ndo diferiram significativamente da testemunha (Tabela 3).

Tabela 3 - Médias de plantulas de boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.) sobreviventes
apos o 15° dia do tratamento de Rhizoctonia solani Kithn com Trichoderma spp.,

em condicdes de casa-de-vegetacao

R. solani antes de R. solani simultaneo R. solani apods
Tratamentos Trichoderma ¥ a Trichoderma Trichoderma®
T11 2,6 % 2,44 2,6 %
T3 2,18 2,54 2248
T1 2,08 2,248 2248
T18 198 2,248 2,0 B
T12 1,85 2,048 20 P
Testemunha 1,7 B 1,7 B 1,7 B
C.V.=1530%
F=12,15 **

“Médias seguidas das mesmas letras na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Dados transformados em raiz de x + 1, obtidos de cinco repeti¢des
com 10 sementes cada.

*# Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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Figura 7 - Efeito antagonico de Trichoderma Pers. ex Fr. a Rhizoctonia solani Kiihn em
casa-de-vegetacdo. Aplicacdo simultinea dos isolados (T1, T3 e TI18) do
antagonista e do patogeno no solo. Testemunha (R6)

Figura 8 - Efeito antagonico de Trichoderma Pers. ex Fr. a Rhizoctonia solani Kiihn em
casa-de-vegetacdo. Aplicagdo do isolado TI11 anterior e posteriormente ao
patdgeno. Testemunha (R6)

Este efeito variavel entre isolados foi demonstrado por Silveira et al. (1994), ao
estudar a redu¢dao do tombamento em pré-emergéncia de plantulas de feijao causado por

Sclerotium rolfsii, pelo tratamento de sementes e do solo com Trichoderma spp.
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Patricio et al. (2001), estudando o controle de tombamento ocasionado por R. solani
em rabanete, obteve resultados semelhantes aos deste estudo, quanto ao efeito antagonico
de Trichoderma. Mostrou que os isolados, que se destacaram “in vitro”, apresentaram
comportamento variavel quando adicionados ao solo, possivelmente por ser o biocontrole
multifatorial, resultante da atuagdo de varios mecanismos, tais como o reconhecimento
especifico, produ¢do de antibidticos e competicao por nutrientes.

A analise de variancia utilizando cada isolado de Trichoderma em rela¢do ao método
de aplicacdo do indculo antes, apos ou simultineo a R. solani (fatorial tratamento x
método) mostrou que nao houve diferenga quanto ao método de aplicagao dos indculos e,
também para a interacdo tratamento x método (Tabela 4). Entretanto, os tratamentos
empregados (T1, T3, T11, T12 e T18) mostraram-se significativos ao nivel de 1% de
probabilidade (Tabela 4).

Tabela 4 - Analise de variancia do efeito antagonico de Trichoderma spp. a Rhizoctonia
solani Kithn em condigdes de casa-de-vegetagdo, em relagdo aos tratamentos ¢

aos métodos de aplicacao

Fontes de Variacao G.L. Soma dos Quadrados Quadrado Médio
Tratamento 5 115,3889 23,7778
Método 2 7,6222 3,8111
Tratamento x Método 10 15,9778 1,5978
Residuo 72 128,8000 1,7888
C.V.=37,268
Tratamento 5 115,3889 23,7778
C.V.=15,30%
F=12,15**

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
Neste trabalho os isolados de Trichoderma que produziram pigmentagdo no meio (T3
e T18) foram ineficazes no controle de R. solani no solo, exceto quando o isolado T3 foi

aplicado simultaneamente ao patégeno. O isolado T3 foi, também, o que apresentou a
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maior taxa de crescimento. Estes dados concordam com aqueles obtidos por Pessoa (1986),
que encontrou maior atividade antagénica em isolados que ndo produziram pigmentacdo. A
mesma autora cita Choudhury e Oliveira, que afirmam haver relagdo entre a caracteristica
de auséncia de pigmentacdo e uma maior atividade antagonica do isolado.

Muitas explicagdes podem ser levantadas para justificar a ineficacia de alguns dos
isolados de Trichoderma testados.

Segundo Melo e Faull (2000), as associa¢des micoparasiticas sdo afetadas por fatores
ambientais como temperatura, pH, umidade, tipo de solo, radiagdo solar, nutrigdo, etc.
Microrganismos isolados e selecionados para controlar certo patdgeno em um determinado
ecossistema, possivelmente ndo expressariam seus potenciais atributos em outro habitat,
com fatores ecologicos diversos.

Pode-se também considerar que as interagdes planta-patdgeno-antagonista-ambiente
foram desfavoraveis ao aparecimento de atividade antagonica no periodo do experimento
(Lewis e Papavizas, 1984).

Considerando os resultados obtidos, conclui-se que: a) houve uma variabilidade na
capacidade antagonista dos isolados de Trichoderma avaliados; ¢ b) o isolado T11
apresentou promissor potencial antagdnico a R. solani em boa-noite, indicando a

possibilidade do uso de Trichoderma no biocontrole deste fitopatogeno.
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Microbiolizacéo de Sementes de Boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.)

com Trichoderma spp. Visando ao Controle de Rhizoctonia solani Kihn

RESUMO

Com o objetivo de se obter um controle alternativo de Rhizoctonia solani em boa-noite,
foram testados cinco isolados de Trichoderma (T1, T3, T11, T12 ¢ T18) “in vitro” e em
casa-de-vegetagdo, pela microbiolizagao de sementes artificialmente infectadas. Também
procedeu-se a inoculagdo de sementes apenas com Trichoderma com a finalidade de se
verificar uma possivel agdo fitotdoxica deste fungo sobre a germinag¢dao das sementes. A
concentragio da suspensio de cada isolado do antagonista foi ajustada para 10’ esporos/ml.
O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com seis tratamentos e 10
repeticdes. A testemunha constou de sementes inoculadas com R. solani e ndo tratadas com
Trichoderma. Todos os isolados testados, “in vitro”, reduziram a incidéncia de “damping-
off”. Em condi¢des de casa-de-vegetacdo, somente o isolado TI18 ndo diferiu
significativamente da testemunha pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Evidenciou-se a auséncia de uma agao fitotoxica de Trichoderma sobre as sementes.

Palavras-chave: biocontrole, microbiolizagdo, Rhizoctonia solani, Trichoderma spp.

ABSTRACT

Microbiolization of vinca (Catharanthus roseus G. Don.) seeds with objective of
Rhizoctonia solani Kihn control

With the objective of obtaining Rhizoctonia solani alternative control in vinca, five isolates
of Trichoderma (T1, T3, T11, T12 and T18) were tested “in vitro” and under greenhouse
conditions by microbiolization of artificial infected seeds. Seeds inoculation just with
Trichoderma was done to verify the possibility of a phitotoxic action in seeds germination.
The concentration of each isolate suspension of the antagonist was adjusted for 10°
spores/ml. The experimental design was completely randomized with six treatments and
10 replications. The control consisted of seeds inoculated by R. solani and not treated with
Trichoderma. All the isolates tested “in vitro” reduced the incidence of damping-off.
Under greenhouse conditions only T18 isolate did not differ significantly from the control
in Tukey's test for 5% level of probability. Absence of seeds Trichoderma phitotoxic
action was proved.

Key words: biocontrol, microbiolization, Rhizoctonia solani, Trichoderma spp.
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INTRODUCAO

O tratamento de sementes tem como objetivo precipuo a preservagao do seu
desempenho, além de evitar problemas quanto a introdu¢do de patdgenos em novas areas
ou mesmo a continua adi¢do do indculo destes agentes de doencgas, o que, de acordo com
Menten (1996), contribui para alterar o equilibrio entre os microrganismos do ecossistema,
particularmente do solo.

A microbiolizacao de sementes ¢ uma das medidas preconizadas para o controle dos
patdgenos a elas associados. Atualmente, este método vem sendo estudado para que sejam
minimizados os impactos desfavordveis sobre o ambiente, resultantes do uso
indiscriminado de produtos quimicos e de certas praticas agricolas.

A inoculacdo de sementes com antagonistas poderd nao somente eliminar os
patogenos a elas aderidos, mas também proteger as plantulas contra aqueles que habitam o
solo (Dhingra et al., 1980).

Diversos pesquisadores vém avaliando o tratamento de sementes com antagonistas
no controle de agentes fitopatogénicos (Patricio et al., 2001; Cardoso et al., 1997; Luz,
1994; Silveira et al., 1994; Lifshitz et al., 1986; Lewis e Papavizas, 1985).

A literatura aponta que fungos dos géneros Chaetomium Kunze ex Fr., Penicillium
Link ex Fr., Trichoderma Pers. ex Fr. ¢ Gliocladium Corda sdo capazes de controlar
algumas espécies de Fusarium Link ex Fr., Pythium Pringsh., Rhizoctonia DC. ex Fr.,
Sclerotium Tode ex Fr., Helminthosporium Link ex Fr. e Macrophomina Petrak, que
podem ser transportados pelas sementes (Melo, 1998; Dhingra et al., 1980).

O tombamento de pré-emergéncia de ervilha pode ser controlado efetivamente pela
microbiolizagdo de sementes com esporos de Penicillium oxalicum Currie & Thom
(Windels, 1981). Do mesmo modo, sementes de grao-de-bico impregnadas com esporos
desse antagonista foram protegidas do ataque de Pythium ultimum Trow (Kaiser ¢ Hannan,
1984).

Harman et al. (1980) obtiveram sucesso no controle de Rhizoctonia solani Kiihn ¢ de
Pythium spp. pelo tratamento de sementes de ervilha e de rabanete com conidios de
Trichoderma hamatum (Ben.) Bain. Observaram que o tratamento de sementes com o

antagonista apresentou igual efici€éncia quanto a alcancada pela aplicagdo de fungicidas.
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Um aspecto positivo observado neste trabalho foi o do aumento de propagulos de T.
hamatum em solos onde ocorreu o plantio de sementes tratadas com este antagonista.

Rech Filho (1983) assinalou que as espécies Trichoderma harzianum Rifai e T. viride
Pers. ex S. F. Gray exercem uma prote¢do em sementes de feijao e soja infectadas por R.
solani e Sclerotium rolfsii Sacc., durante o periodo de germinagdo, aumentando o peso
seco das plantas e reduzindo a incidéncia de doengas ocasionadas por esses organismos.

A atuacdo de certos patdgenos no solo ou em outros substratos por ocasido da
germinagdo de sementes pode ser impedida ou restringida pela agdo de organismos
antagdnicos presentes na propria semente (Machado, 1988).

Luz (1991) afirma que a microbiolizacdo das sementes tem grandes possibilidades,
pois além de proporcionar o controle de patdgenos na espermosfera, atua também sobre
aqueles que sobrevivem no solo.

Portanto, a incorporagdo de antagonistas a superficie das sementes de maneira
dirigida ¢ uma alternativa que se busca para introduzir esses organismos em areas onde
agentes patogénicos estdo estabelecidos como parte da microflora do solo (Machado,
2000). Em alguns casos, a eficiéncia do biocontrole tem sido igual ou superior ao
tratamento quimico.

Por outro lado, um produto quimico ou um método fisico, calor, por exemplo, que
erradique um patogeno, pode determinar a morte do embrido, ou pelo menos reduzir a
germinagdo a um nivel que torna o processo inviavel na pratica. Sao também comuns os
casos nos quais os métodos nao afetam a germinagdo, porém, a eficiéncia do controle nao ¢
satisfatoria (Casa et al., 1998; Reis e Casa, 1998). Pode, ainda, ocorrer que o produto além
de ndo controlar eficientemente os fungos presentes nas sementes cause algum efeito
toxico sobre a germinacado e o vigor (Pizzinatto et al., 2000).

Luz (1991) explica que o principal modo de agdo dos agentes de biocontrole
aplicados na espermosfera ¢ a antibiose, isto €, a producao de substancias que inibem o
crescimento dos agentes das doengas.

Além deste mecanismo Baker e Lynch, citados por Melo (1998), sugerem que certos
isolados de Trichoderma promovem o crescimento de plantas ¢ aumentam a germinagao ¢
emergéncia de sementes.

Levando em consideracdo o acima exposto e a caréncia de dados em relacdo a

patologia de sementes em ornamentais, inclusive nas questdes relativas ao controle de
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fungos parasitas de sementes, este trabalho tem por finalidade analisar: (a) o uso de
isolados de Trichoderma, pela microbiolizagdo das sementes no controle de R. solani,
agente de “damping-off” de pré e pds-emergéncia em boa-noite; e (b) o seu efeito sobre a

germinagdo das sementes.

MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no laboratdrio de fitopatologia e casa-de-vegetacao da
Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA), pelo convénio de cooperagdo
técnica celebrado entre esta empresa e a Superintendéncia de Parques e Jardins (SPJ) da
Prefeitura Municipal do Salvador.

Foram utilizados cinco isolados de Trichoderma (T1e T11, Trichoderma spp.; T3, T.
longibrachiatum Rifai; T12 e T18, T. harzianum) e um isolado de R. solani (R6).

Para multiplicag¢@o de R. solani e dos isolados de Trichoderma foi empregado o meio

de cultura batata-dextrose-agar (BDA).

Preparo do indculo
O in6culo foi preparado triturando-se por dois minutos, em um liquidificador com
100ml de agua destilada esterilizada, o conteudo de duas placas de Petri, com meio BDA ¢
culturas, com oito dias de idade, de R. solani (R6) e de cada isolado de Trichoderma (T1,
T3, T11, T12, e T18), separadamente, segundo metodologia descrita por Halloin (1975).
No caso de Trichoderma, a concentracdo das suspensdes de cada isolado, foi
determinada pelo emprego da camara de contagem tipo Neubauer e posteriormente

ajustada para 10° esporos/ml.

Inoculacdo das sementes

A metodologia de inoculagdo foi semelhante a descrita por Halloin (1975).

Sementes de boa-noite comprovadamente sadias e previamente desinfestadas com
1% de NaClO por dois minutos e em seguida lavadas duas vezes com agua destilada

esterilizada, foram imersas durante uma hora, em 20ml da suspensdo do isolado de R.
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solani (R6). Apds este periodo, o excesso de liquido foi drenado ¢ as sementes postas a
secar sobre papel de filtro por 10 minutos, a temperatura ambiente.
Em seguida, procedeu-se a imersdo das sementes por uma hora, nas suspensoes dos

isolados de Trichoderma, separadamente.

Teste de laboratorio

Depois de secas, as sementes tratadas com Trichoderma foram plaqueadas em meio
de BDA + Tetraciclina, utilizando-se 100 sementes para cada isolado (10 sementes/placa).

As avaliagdes ocorreram no oitavo dia de incubacdo das placas a temperatura
ambiente (26 + 2°C), sob regime de luz constante, pelo registro do numero de sementes
com colonias de R. solani nos diferentes tratamentos.

O delincamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com seis
tratamentos, representados pelos cinco isolados de Trichoderma e a testemunha, com 10
repeticdes. A testemunha constou de sementes inoculadas com R. solani e ndo tratadas

com Trichoderma.

Teste em condicGes de casa-de-vegetagao

As sementes de boa-noite artificialmente infectadas por R. solani e tratadas com
Trichoderma foram plantadas em sacos de polietileno contendo 0,5kg de solo
anteriormente autoclavado, na propor¢ao de 10 sementes/saco.

As observagdes foram efetuadas 15 dias apds a semeadura, pela contagem de
plantulas sobreviventes em cada tratamento.

Durante a permanéncia do experimento na casa-de-vegetacdo, foi registrada uma
temperatura média de 26 + 2°C e umidade relativa em torno de 70%.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com seis tratamentos e
trés repetigdes. A testemunha constou de sementes inoculadas, apenas com o patdgeno.

Procedeu-se a inocula¢do de sementes com Trichoderma spp. com a finalidade de se

verificar uma ac¢ao fitotoxica deste fungo sobre a germinagao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A viabilidade do tratamento de sementes de boa-noite com Trichoderma spp. no
controle de R. solani, tornou-se evidente “in vitro”.

Todos os isolados avaliados (T1, T3, T11, T12 e T18) inibiram completamente o
crescimento de R. solani nas sementes. Quanto a testemunha, cujas sementes nao sofreram
tratamento com o antagonista, foi capaz de desenvolver colonias do patdogeno. Estes dados
sao semelhantes aos conseguidos por Maia e Menezes (1991), que em laboratorio,
verificaram a eficiéncia de Trichoderma na redug¢ao da infec¢do de R. solani em sementes
de caupi, em todos os tratamentos empregados.

Os resultados deste experimento estdo ilustrados na Figura 1.

Devido a uniformidade dos dados ndo houve necessidade de se efetuar a andlise
estatistica.

Os dados relativos ao experimento para verificar a acdo de Trichoderma sobre a
germinagdo de sementes de boa-noite, em condigdes de casa-de-vegetacao, estdo expressos
na Tabela 1.

Os isolados testados ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo a
testemunha ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, o que indica a auséncia
de efeito fitotoxico de Trichoderma sobre as sementes.

Os resultados do teste de microbiolizacdo em casa-de-vegetacao estdo apresentados
na Tabela 2.

Nos tratamentos com os isolados de Trichoderma T1, T3, T11 e T12, o nimero de
plantulas sobreviventes foi significativamente maior que os resultados obtidos pela
testemunha (Figura 2). Somente o isolado T18 ndo diferiu significativamente da
testemunha pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os dados obtidos neste trabalho sdo semelhantes aos estudos efetuados com outras
espécies vegetais.

Elad et al. (1982) determinaram que a protegdo de sementes de algodao com
Trichoderma spp. reduziu a incidéncia de “damping-off” causada por R. solani em mais de

83%, em casa-de-vegetacao.
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C

Figura 1 - Sementes de boa-noite infectadas com Rhizoctonia solani Kiihn. (A) Tratadas
com Trichoderma sp. (T1), a esquerda, e T. longibrachiatum Rifai (T3), a
direita. (B) Tratadas com Trichoderma sp. (T11), a esquerda, e T. harzianum
Rifai (T12), a direita. (C) Testemunha: ndo tratadas com o antagonista
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Tabela 1 - Médias de sementes de boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.) germinadas

apos tratamento com Trichoderma spp., em casa-de-vegetacao

Tratamentos Sementes Germinadas *
Testemunha 324

T18 324

T3 3,14

T11 3,0%

T12 2,94

Tl 2,94

C.V.=6,0%
Teste F* = 1,41 **

¥ Médias seguidas das mesmas letras na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. Dados transformados em x + 1, obtidos de trés repeticdes com 10
sementes cada.

*# Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Também Homechin (1983) demonstrou, em campo, a viabilidade do tratamento de
sementes de soja com Trichoderma sp. no controle do tombamento de plantulas causado
pelos fungos R. solani, Macrophomina phaseolina (Tass.) Goid. e Sclerotium rolfsii.

Soave e Moraes (1987) afirmam que o tratamento bioldgico, pela inoculagdo das
sementes, tem sido utilizado com sucesso. Declaram que as vantagens do tratamento de
sementes prendem-se ao fato de ser uma medida econdmica, de facil aplicacdo e de
oferecer boa eficiéncia nas fases iniciais de desenvolvimento da planta, além de,
praticamente, ndo apresentar efeito danoso sobre o meio ambiente, fauna silvestre e
microrganismos do solo.

Segundo Luz (1993) a microbiolizagdo da semente ¢ um sistema ideal para se
introduzir bioprotetores no controle das doengas das sementes, do tombamento, da morte
de plantulas e das podriddes radiculares, porque sdo colocados diretamente na corte de

infe¢do e num ambiente favoravel, na espermosfera.
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Tabela 2 - Médias de plantulas sobreviventes de boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.)

15 dias depois de infectadas artificialmente com Rhizoctonia solani Kiihn e

tratadas com Trichoderma spp., em casa-de-vegetagao

Tratamentos Plantulas sobreviventes ¥
T3 2,94
T11 2,84
Tl 2,64
T12 2,54
T18 2,348
Testemunha 1.8 B
C.V.=9,86%

Teste F* = 7,23 **

¥ Médias seguidas das mesmas letras na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. Dados transformados em x + 1, obtidos de trés repeticdes com 10

sementes cada.
**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Patricio et al. (2001) faz referéncia a trabalhos onde o uso de produtos comerciais, a
base de Gliocladium virens Miller, Giddens & Foster e T. harzianum, reduziram os danos

provocados por R. solani em zinia e crisantemo.

Os resultados alcangados no presente estudo permitem concluir que a
microbiolizagdo de sementes com Trichoderma controlou R. solani, reduziu
significativamente a severidade do “damping off” de pré e poés-emergéncia e melhorou

consideravelmente a emergéncia de plantulas de boa-noite.
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B

Figura 2 - Plantulas de boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.) oriundas de sementes
infectadas artificialmente com Rhizoctonia solani Kiihn e tratadas com
Trichoderma Pers. ex Fr. (A) T. longibrachiatum Rifai (T3). (B) a esquerda,
Trichoderma sp. (T11), e a direita, testemunha: plantulas oriundas de sementes

infectadas por R. solani (R6) e ndo tratadas com o antagonista
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Influéncia do Uso de Composto Organico na Supressao de “Damping-
off” de Pré e P6s-emergéncia Causado por Rhizoctonia solani Kithn em

Boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.)

RESUMO

Com o objetivo de avaliar o efeito de composto organico na supressdo de “damping-oft”
de pré ¢ pos-emergéncia em boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.) ocasionado por
Rhizoctonia solani Kiihn, foi conduzido um experimento em condigdes de casa de
vegetacao, incorporando-se ao solo esterilizado, dois tipos de composto nas concentragoes
de 10, 20 e 30%. Apods 15 dias de incubagdo, ocorreu a infestagdo do solo com 20 ml do
inoculo de R. solani, efetuando-se a semeadura cinco dias depois. O delineamento
estatistico foi inteiramente casualizado com oito tratamentos e 10 repeti¢des, tendo-se
utilizado 10 sementes/saco. A testemunha consistiu em sementes plantadas em solo
inoculado com o patdgeno e sem a adi¢do do composto. O nimero de sementes
germinadas € o nimero de plantulas sobreviventes foram determinados respectivamente
no 8° e 15° dias, sendo significativamente maiores nos tratamentos com a adicdo do
composto ao solo. Os resultados mostraram diferentes niveis de eficacia dos dois
compostos na supressao de “damping-off” causado por R. solani em boa-noite.

Palavras-chave: composto organico, Rhizoctonia solani, boa-noite, “damping-oft”,

Influence of the Use of Organic Composite in Damping-off's Suppression of Pre and
Post-emergency Caused by Rhizoctonia solani Kihn in Vinca (Catharanthus roseus
G. Don.)

ABSTRACT

With the objective of evaluating the organic composted effectiveness in damping-off
suppression of pre and post-emergency in vinca (Catharanthus roseus G. Don.) caused by
Rhizoctonia solani Kiihn, an experiment in greenhouse condition was done, incorporating
two types of organic composite with concentration of 10, 20 and 30% to sterilized soil.
After 15 incubation days an infestation of the soil with 20 ml of of R. solani suspension
was done and the sowing occured five days afterwards. The experimental design was
completely randomized with eight treatments and 10 replications using 10 seeds/bag. The



Capitulo 6

control consisted of seeds planted in soil inoculated by the pathogen and without the
addition of the composted. The number of germinated seeds and the number of surviving
seedlings were determined respectively in the 8™ and 15" days, being significantly larger
in the treatments with organic compost incorporated to the soil. The results showed
different levels of effectiveness in the both composts related to damping-off suppression
caused by R. solani in vinca.

Key words: organic composted, Rhizoctonia solani, vinca, damping-off.

INTRODUCAO

Os danos ocasionados pela poluicdo ambiental, principalmente no que se refere ao
uso indiscriminado de fungicidas, e a necessidade de redugdo nos custos de produgdo da
agroindustria, tém se constituido em uma preocupacao em todo o mundo.

Segundo Bettiol et al. (1997), o aumento da contaminagao por pesticidas utilizados
na agricultura resulta em problemas como: reducdo da biodiversidade; alteracdes na
ciclagem de matéria organica e dos nutrientes, no controle biologico natural de doencas e
de pragas, nas atividades microbianas no solo; selecdo de organismos resistentes aos
pesticidas e alteracdes das populacdes de organismos do solo e da 4gua entre outros.

Alternativas ao controle quimico de doencas, pragas e plantas invasoras vém sendo
pesquisadas para que sejam minimizados os prejuizos causados ao ambiente pelo uso de
agrotoxicos (Tratch e Bettiol, 1997).

A adi¢do de matéria organica ¢ uma forma de controle bioldgico, uma vez que
estimula a atividade microbiana competitiva. Além do que a sua incorporagdo ¢ vantajosa
por se constituir em uma fonte de macro e micronutrientes, e pelos efeitos benéficos que
exerce sobre as propriedades fisicas do solo, conferindo maior capacidade de retengdo de
agua, maior resisténcia a erosdo e reducdo no uso de fertilizantes minerais (Bettiol e
Santos, 2001).

Lumsden et al. (1983) apontam que diversas formas de matéria orginica sdo
utilizadas na agricultura, sendo constituidas principalmente de estercos, compostos a base
de restos de culturas ou cascas de arvores e o aproveitamento do excedente do lixo
doméstico e do processo de tratamento de esgotos. Estes autores concluiram que a

sobrevivéncia de Sclerotinia minor Jagger, Rhizoctonia solani Kiihn e Pythium spp., foi
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afetada em conseqiiéncia do aumento da atividade microbiana estimulada pela adicao de
lodo no solo.

Chen et al. (1988) verificaram que materiais compostados induziram aumentos na
biomassa e atividade microbiana, e reduziram também a severidade da doenga causada por
Pythium ultimum Trow em plantulas de pepino. Resultados semelhantes foram declarados
por Bettiol e Santos (2001), quando, ao fazerem alusdo a estudos realizados por Ferrara et
al., falam que P. ultimum em pepino, beterraba e Impatiens foi controlado por um
substrato produzido com composto de lodo de esgoto e casca de arvores. O mesmo
substrato reduziu os danos de Fusarium oxysporum (Schl.) Snyder & Hansen em basilico e
de R. solani em basilico e feijao. O fungo Trichoderma Pers. ex Fr. isolado do composto
diminuiu a deteriorag@o causada por P. ultimum em pepino.

Segundo Valdebenito-Sanhueza (1991), o efeito destes produtos na estimulagdo da
atividade microbiana limita a atividade dos patdgenos por competicdo e favorece os
processos de antibiose e lise de propagulos.

Fatores como o material de origem, o método de compostagem e o nivel de
estabilizacdo do composto afetam, indistintamente, populacdes de patdégenos e de
microrganismos antagonistas e, conseqiientemente, a supressividade as doencgas (Pereira et
al., 1996a).

Outros fatores como pH, tamanho das particulas, relagdo C:N, relagdo celulose:
lignina e teor de umidade durante a compostagem ou durante o periodo de armazenamento
sdo importantes na efetividade dos compostos em suprimir doengas. Contudo, o principal
fator de supressividade ¢ devido a biomassa, bem como a atividade dessa biomassa
presente em compostos organicos (Pereira et al., 1996a).

Bettiol e Santos (2001), citando Hoitink et al., relatam que ja estd estabelecido que
compostos e suas infusdes ativam genes de resisténcia de doencas em plantas, afetando
tanto enfermidades do sistema radicular como da parte aérea. Esclarecem que a quantidade
e a qualidade dos nutrientes podem interferir sobre as doengas de plantas.

Van Brugger et al. (1996), falando sobre o uso de compostos, afirmam que o seu
efeito positivo ou negativo em doengas induzidas por Rhizoctonia DC. ex Fr. esta ligado
ao material utilizado e ao seu estdgio de decomposicdo. Acrescentam que este fator €,
provavelmente, o mais importante na determinacdo do efeito dos compostos orgéanicos

sobre a saprogénese ¢ a patogénese de Rhizoctonia spp. Continuando, mencionam
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Papavizas ao colocarem que geralmente compostos baseados em celulose t€ém mais
sucesso na supressao de doengas.

No Brasil, os relatos da utilizacdo de compostos organicos no controle de doengas
sdo recentes e se referem a trabalhos conduzidos em casa-de-vegetacdo ou em uma menor
intensidade em condigdes de campo.

Face ao exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia do uso de
composto orgéanico no controle de “damping-off” de pré e pos-emergéncia causado por R.

solani em boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.).

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido na casa-de-vegetagio da Empresa Baiana de
Desenvolvimento Agricola (EBDA), pelo convénio de cooperagao técnica celebrado entre
esta empresa e a Superintendéncia de Parques e Jardins (SPJ) da Prefeitura Municipal do
Salvador, no periodo de novembro de 2001 a janeiro de 2002.

Foram utilizados dois tipos de composto, separadamente, aqui denominados
composto UFBA, produzido na usina experimental de compostagem do Instituto de
Biologia da Universidade Federal da Bahia, e obtido pela decomposi¢ao de restos de frutas
e verduras; e composto SPJ, proveniente da compostagem da Superintendéncia de Parques
e Jardins da Prefeitura Municipal do Salvador, que tem como material de origem as podas
de arvores das areas verdes da cidade.

Utilizaram-se sacos de polietileno que foram preenchidos com 0,5 kg de solo
esterilizado, ao qual foi adicionado composto organico, na propor¢ao de 10, 20 e 30%,
segundo metodologia adaptada de Schueler et al. (1989), com corre¢ao das quantidades
para o equivalente ao peso do composto seco ao ar (Kiehl, 1985). Estes foram fechados e
incubados por 15 dias.

Ap0s este periodo, o substrato foi infestado com 20 ml do indculo do isolado R6 de
R. solani, e incubado por cinco dias. Efetuou-se entdo a semeadura utilizando-se 100
sementes/tratamento.

As avaliagdes foram feitas no 8° e 15° dias do experimento, pela contagem do

nimero de sementes germinadas e do nimero de plantulas sobreviventes, respectivamente.
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A testemunha consistiu em sementes plantadas em solo autoclavado, infestado com
0 patdgeno e sem adi¢cdo de composto orgéanico.

A testemunha absoluta (tratamento em branco) consistiu em sementes plantadas em
solo esterilizado, ndo inoculado com R. solani e sem a adigdo de composto.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com oito tratamentos ¢ 10
repeticdes.

As condigdes apresentadas na casa-de-vegetacao durante a conducdo do experimento

foram 26 + 2°C de temperatura e 70% de umidade relativa do ar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A incorporacdo dos compostos organicos ao solo mostrou diferentes niveis de
eficiéncia na supressdo de “damping-off” causado por R. solani em boa-noite.

Os resultados referentes aos percentuais de sementes germinadas e de plantulas
sobreviventes em cada tratamento estdo representados na Tabela 1.

Os tratamentos com os compostos utilizados apresentaram resultados sempre
superiores em relagdo a testemunha.

Comparando os resultados obtidos por cada composto, observou-se que o composto
SPJ (Figural), nas trés proporg¢des utilizadas, foi mais eficiente que o composto UFBA
(Figura 2) na supressdo da doenca em estudo, apresentando uma média de sementes
germinadas e de plantulas sobreviventes mais proximas do tratamento em branco, cujo
substrato ndo recebeu inoculagdo com R. solani nem o composto, apresentando valores
mais elevados do que a testemunha (Tabela 1).

O composto UFBA mostrou-se mais efetivo na propor¢do de 30% no substrato
quando comparado com as de 10 e 20%, tanto em relagdo a percentagem de sementes
germinadas, quanto de plantulas sobreviventes (Tabela 1). Estes dados confirmam os
resultados obtidos por Bettiol et al. (2000), que ao adicionarem 30% ou mais de esterco
em um substrato contendo perlita:vermiculita:turfa:areia (2:1:2:1), conseguiram o controle
do tombamento ocasionado por P. ultimum em pepino. Kuter et al. (1988) verificaram que
os niveis de supressdo, induzidos com a incorporacao de 25% (v/v) de composto de lodo
no substrato, foram adequados para evitar perdas em plantas ornamentais, causadas por R.

solani ou Pythium spp. em casa de vegetagdo ¢ viveiros. Este substrato foi submetido ao
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regime de maturagdo por um periodo acima de cinco meses para R. solani e dois anos para
Pythium spp. O trabalho mostrou que a microbiota presente durante a compostagem ¢ o
processo de amadurecimento estdo envolvidos na supressdo do tombamento causado pelos

patdgenos em questao.

Tabela 1 - Valores médios dos percentuais de sementes germinadas e plantulas
sobreviventes de boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.) no controle de
“damping-off” de Rhizoctonia solani Kiihn pelo tratamento do solo com

composto organico

Tipos de Composto

Composto UFBA” Composto SPJ ”
Concentragdo  Sementes Plantulas Sementes Plantulas
do composto germinadas  sobreviventes germinadas sobreviventes
(%) (%) (%) (%)
Testemunha
56 22 56 22
10%
63 51 85 85
20%
70 65 87 86
30%
75 75 90 84
Tratamento
90 90 90 90
em branco

* Composto a base de restos de frutas e verduras, produzido na usina experimental de
compostagem do Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia / UFBA.
** Composto a base de podas de arvores, proveniente do Horto Municipal da Mata dos
Oitis da Superintendéncia de Parques e Jardins / Prefeitura Municipal de Salvador-BA.
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Figura 1 - Efeito do composto orgéanico SPJ, em trés concentragdes (10, 20 e 30%), sobre
“damping-off” de pré e pos-emergéncia ocasionado por Rhizoctonia solani
Kiihn em plantulas de boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.). Em cada foto:

a direita, tratamento com composto ¢ a esquerda, testemunha
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Figura 2 - Efeito do composto organico LAVIET, em trés concentragdes (10, 20 e 30%),
sobre “damping-off” de pré e pds-emergéncia ocasionado por Rhizoctonia
solani Kiithn em boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.). Em cada foto: a

direita, tratamento com o composto ¢ a esquerda, testemunha
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As analises de variancia (Tabela 2) revelam que houve significancia estatistica pelo
teste F entre os tratamentos ao nivel de 1% de probabilidade, sendo que o tipo de
composto foi o que determinou a diferenca dos resultados manifestados em cada

tratamento, tanto para a percentagem de sementes germinadas como para plantas

sobreviventes.

Tabela 2 - Graus de liberdade (GL) e quadrados médios (QM) nas anélises de variancia e
coeficientes de variacdo da percentagem de sementes germinadas (PSG) e de

plantulas sobreviventes (PPS) de boa-noite (Catharanthus roseus G. Don)

. Quadrados Médios (QM)
Causas de variagao GL
PsG pps ¥
Tratamentos (7) 959,41%* 04,39%*
Testemunha x
Testemunha absoluta 1 3116,05%* 410,23**
Testemunhas
X 1 123,45 ™ 116,51%*
Compostos
Tratamentos (5) 695,27%* 26,80%*
com composto
Composto UFBA
X 1 3068,38** 89,46%*
Composto SPJ
Proporgdes dos compostos 2 178,43™ 10,79%*
Interacdo Composto
X 2 25,54 11,48%*
Proporg¢ao
Residuo 72 82,65 1,87
Coeficiente de variagao (%) 14,36 9,12

! Dados transformados por arco seno da raiz da proporgao.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade segundo o teste F.
"S Nao significativo a 5% de probabilidade segundo o teste F.
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A decomposicao destes efeitos na analise de variancia, que avaliou a influéncia das
propor¢cdes do composto no substrato, demonstra comportamento distinto entre os
compostos tanto na percentagem de sementes germinadas como de plantulas sobreviventes
(Tabela 2).

Observou-se, portanto, que o composto UFBA teve uma tendéncia linear descrita
através da equacdo Y, = 56,40 + 0,64P (Figura 3), revelando que a cada acréscimo de 10%
deste composto no solo houve um aumento médio de 6,4% no percentual de sementes que
germinaram em relacdo a testemunha.

Enquanto para o composto SPJ a influéncia foi quadratica, segundo a regressao
Y, = 57,40 + 2,9900P (Figura 3), observando-se que a adicdo de 10% deste no substrato

determinou um acréscimo de 31% de sementes que germinaram em relacdo a testemunha.

100 ® Composto UFBA:
901 Y,1=56,40 + 0,64 P
r’ =0,9942
807 !
g 707
c o A Composto SPI:
g5 60 i
£ g ¥, = 57,40 +2,9900 P — 0,0650 P>
(7p]
g E 50 _r 1 =0,9477
O\O %)) I I I I 1

0 10 20 23 30
Concentragao do composto

Figura 3 - Efeito dos compostos UFBA e SPJ, em trés concentragdes, no controle de
“damping-off” de pré-emergéncia de Rhizoctonia solani Kithn em boa-noite
(Catharanthus roseus G. Don.)

As variagdes de 10 para 20% e deste para 30% no composto SPJ foram pouco
expressivas sobre a percentagem de sementes germinadas, com acréscimos de 2 e 3%,
respectivamente, em relacdo a testemunha.

A Figura 4 expressa que o percentual de plantulas sobreviventes cresceu linearmente
conforme o aumento na propor¢ao do composto UFBA. Verificou-se que o acréscimo de

cada 10% deste composto no substrato determinou um aumento médio de 17,3% no indice

78



Capitulo 6

de sobrevivéncia de plantulas, segundo o que revela a equacgdo Y= 27,03 + 1,73P desta
mesma figura.

A tendéncia para o efeito das propor¢des do composto SPJ sobre o percentual de
plantulas sobreviventes foi quadratica, igual a que havia sido registrada para sementes
germinadas. A inclusdo de 10% deste composto no substrato determinou um acréscimo de
63% de plantulas que sobreviveram a inoculac¢ao de R. solani no solo (Figura 4).

O aumento da propor¢do do composto para 20 e 30%, praticamente ndo alterou a
percentagem de plantulas sobreviventes, apenas 1%, em relacdo a proporc¢do inicial de
10% do composto SPJ.

A consisténcia desta tendéncia é confirmada pela equagio Y, = 24,95 + 6,7450 P —
0,1625P%, que foi obtida com 94,16% de representatividade para os dados observados
(Figura 4).

Considerando a equacao da regressdao linear do composto UFBA, infere-se que
poderiam ser obtidos melhores resultados na supressdo do “damping-off”’, com maiores
percentuais de sementes germinadas e de plantulas sobreviventes, pelo aumento da sua

concentragdo no substrato.

® Composto UFBA:

¢ 100 4

‘g ¥,=2730+ 1,73 P
; 80+ 1 =0,9395

&L

S 60

o A Composto SPI:

*,:55 407 Y= 24,9500 + 6,7450 P — 0,16215 P>
«0 2 _

2 20 %, =0,9416

[¢5)

©

\O 1 1 1

o 0 10 20 30

Concentracdo do composto

Figura 4 - Efeito dos compostos UFBA e SPJ, em trés concentragdes, no controle de
“damping-off” de pos-emergéncia de Rhizoctonia solani Kiihn em boa-noite
(Catharanthus roseus G. Don.)
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A analise microbiologica dos compostos organicos aponta para a ocorréncia de
microrganismos de acdo antagdnica comprovada, entre os quais estdo os géneros
Trichoderma, Verticillium Nees ex Wallr., Gliocladium Corda, Chaetomium Kunze ex Fr.
e Penicillium Link ex Fr. (Anexo).

Varios pesquisadores indicam a competicdo microbiana do solo e a antibiose como
fatores responsaveis pelo controle biologico de podriddes de raizes alcancado com
composto organico, o que deve ter ocorrido no presente trabalho. Papavizas e Davey
(1960) demonstraram que populagdes de microrganismos do solo, particularmente
actinomicetos, antagonistas a R. solani, aumentam em resposta a incorporagdo de matéria
organica no solo.

Charchar e Bolkan (1980), observaram que entre os fungos que tiveram suas
populacdes diminuidas na rizosfera do feijoeiro com a incorporagdo de casca de arroz,
encontram-se espécies do género Fusarium Link ex Fr. ¢ R. solani. De certa forma estes
dados concordam com resultados de outros estudos, onde a reducao da doenga causada por
Rhizoctonia spp., e conseqiientemente do inéculo, esta diretamente relacionada ao efeito
supressivo das populagdes de antagonistas, os quais suprimiram o crescimento micelial,
paralisaram e lisaram as hifas e/ou mataram os esclerodios.

Deve-se considerar também que o teor de matéria organica do solo influencia na
supressividade de R. solani. Isto se baseia nos resultados obtidos com os tratamentos
usando o composto SPJ, que se mostraram mais eficientes e cuja concentragdo de matéria
organica, 201 g/kg™, foi superior a do composto UFBA, 164 g/kg™ (Anexo). Costa et al.
(1998) verificando os efeitos da adicdo de matéria organica na supressividade de podridao
radicular de Rhizoctonia, chegaram a conclusdo de que, em solos com maior teor de
matéria organica, a atividade microbiologica total ¢ estimulada, induzindo a supressdo da
doenga.

Hoitink ¢ Bohem, citados por Pereire et al. (1996a), estabelecem uma relacao
carbono/nitrogénio ideal em compostos organicos estabilizados, variando entre 14:1 e
20:1, o que classifica os dois compostos avaliados neste estudo como de baixa relagao
C/N, desde quando o composto UFBA apresenta valor de 9,7:1 e SPJ igual a 11,5:1
(Anexo).

No que tange a influéncia da relagdo C/N na supressividade de doengas induzidas

por R. solani, Valdebenito-Sanhueza (1991) observou que esta podera exercer efeitos
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diferentes dependendo da doenca em estudo. Assim, produtos com alta relacio C/N
poderdo inibir R. solani e estimular seus antagonistas, diminuindo a podriddo de raizes do
feijoeiro. Entretanto, Nelson e Hoitink (1982) mostraram que compostos de casca de
madeira com alta relagdo C/N comportaram-se como conducente a R. solani, mesmo
quando colonizado por Trichoderma harzianum Rifai, na concentracdo de 10° ufc.
Contudo, em um composto com baixa relagdo C:N, T. harzianum, mesmo em
concentragdes muito mais reduzidas, 10° ufc, suprimiu R. solani e preveniu a ocorréncia
de tombamento.

No caso do “damping-off” de pré e pos-emergéncia de R. solani em boa-noite, os
resultados alcangados neste trabalho permitem concluir que compostos com baixa relagdo
C/N sdo supressivos a este patossistema.

Uma outra questdo a ser mencionada ¢ referente a a¢do dos elementos minerais
acrescidos ao solo devido ao uso do composto. Pereira et al. (1996b) observaram que
compostos organicos podem reduzir significativamente a severidade da mancha zonada do
pepino e que este efeito se deve, aparentemente, a presenga nesses compostos, de metais
pesados como o ferro, zinco e manganés. Considerando o alto teor destes minerais,
acusado na analise dos compostos em estudo (Anexo), pode-se supor que estes estejam
envolvidos nos resultados obtidos na supressividade de R. solani em boa-noite.

Constatou-se também uma elevada concentracdo de célcio, principalmente no
composto SPJ (Anexo). Segundo Huber e ainda Wheeler ¢ Hanchey, citados por
Zambolim e Ventura (1993), este elemento, quando aplicado ao solo, pode reduzir a
severidade de vdarias doencas causadas por patdogenos de raiz e/ou caule, entre os quais
destacam-se Rhizoctonia, Sclerotium Tode ex Fr., Pythium Pringsh., Botrytis Pers. ex Fr. e
Fusarium.

A aplicacdo de hidroxido de célcio ao solo tem sido também relatada como medida
eficiente no controle de Fusarium oxysporum f. sp. Chrysanthemi Armstrong, Armstrong
& Littrell, em plantas de crisantemo (Engelhard e Woltz, 1973; Woltz e Engelhard, 1973).

E interessante frisar, que a melhor atuagdo do composto SPJ pode ser explicada pelo
seu teor de umidade, 64g/kg, durante o armazenamento e pela maior capacidade de
retencdo de agua, 856 g/kg, em comparagdo ao composto UFBA, caracterizado por uma

baixa umidade, 38 g/kg, e menor capacidade de retencdo de dgua, 413 g/kg (Anexo). Vale
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ressaltar, que o composto SPJ apresenta uma maior quantidade de argila, o que também
influencia na manutenc¢ao da umidade.

Este fato estd em consondncia com Pereira et al. (1996a) quando cita que a
manutencdo do teor de umidade no composto elimina a bacteriostase, além de permitir
melhor rearranjo das particulas e contribuir para manutencao do teor de oxigénio no nivel
ideal, ou seja, em torno de 25%. A adigdo de &gua a compostos, submetidos a algum
periodo de dessecagdo, permite recolonizagdo por parte de bactérias mesodfilas e fungos
filamentosos e pode restaurar a supressividade para determinados fitopatdgenos.

Os dados obtidos permitem afirmar que (a) incorporagao de matéria organica no solo
reduz a incidéncia de “damping-off” de pré e pos-emergéncia ocasionado por R. solani em
boa-noite; (b) solos mais ricos em matéria organica apresentam melhor efeito supressivo
em relacdo a doenga; e (c) caracteristicas fisico-quimicas e biologicas do composto

exercem influéncia sobre a supressividade da doenga.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo comprovou a ocorréncia ¢ a patogenicidade de Rhizoctonia solani Kiihn
em boa-noite (Catharanthus roseus G. Don.), culminando com a avaliagdo de praticas
alternativas de controle capazes de suprimir a doenga ocasionada por este patogeno, evitar
problemas decorrentes de contaminagao ambiental e apresentar maior economicidade.

A ocorréncia de R. solani nas sementes de boa-noite disponiveis no comércio de
Salvador-BA, no periodo de 2000 a 2001, demonstrou que os problemas de cultivo desta
ornamental podem ter origem na utilizagdo de sementes contaminadas.

Além de R. solani, também foram identificados outros fungos de importancia
fitopatologica (Aspergillus Mich. ex Fr., Curvularia Boedijn, Fusarium Link ex Fr.,
Lasiodiplodia Ellis & Everh., Penicillium Link ex Fr., Pestalotia de Not., Rhizopus
Ehrenb. ex Corda e Trichoderma Pers. ex Fr.) em associacdo com as sementes de boa-
noite, sendo importante dar continuidade as pesquisas com o intuito de se estabelecer a
relacdo destes fungos com o hospedeiro.

Os resultados evidenciam a necessidade de se estudar a qualidade das sementes a
serem utilizadas na produgdo de boa-noite, como de todas as outras espécies vegetais de
interesse paisagistico, para que se obtenham informacdes precisas sobre a natureza, a
freqiiéncia e o potencial de ocorréncia de agentes fitopatogénicos. Com base neste
conhecimento, ¢ possivel restringir-se ou evitar-se a incidéncia de inimeras doencas.

Deve-se considerar ainda, o grande o risco de se introduzir um patogeno exotico,
em uma determinada area, uma vez que, nem sempre, a importagdo de germoplasma, de
uma regido para outra regido do Pais ou do exterior, ¢ resguardada pelo trabalho de
inspe¢do e quarentena.

Os danos apresentados em sementes e plantulas de boa-noite, nos testes de
patogenicidade, mostraram ser esta ornamental vulneravel a agdo de R. solani. Plantulas

provenientes de sementes infectadas artificialmente exibiram sintomas de “damping-off”
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de pré e pos-emergéncia, o que confirma a transmissibilidade do patogeno através deste
orgao.

O uso de sementes sadias ¢ uma meta prioritaria e deve ser encarado como parte
essencial na prevengao de qualquer patogeno.

Quanto a viruléncia dos isolados de R. solani testados, ¢ importante ressaltar o grau
de variabilidade observado, tanto “in vitro” como em condi¢des-de-casa de vegetagao, pelo
método de inoculagdo no solo. Este fato confirma os resultados relatados por outros
pesquisadores no que concerne a grande variabilidade patogénica de R. solani e corrobora
a premissa de que a viruléncia deste fungo varia em uma graduagdo continua de altamente
virulento a ndo patogénico (Cassiolato e Souza, 2000).

No que tange ao controle bioldgico de fitomoléstias, poucas publicagdes tém sido
divulgadas no que se refere ao uso deste método em plantas ornamentais. Em outras
culturas, ao contrario, a utilizagdo de micoparasitas como agentes de biocontrole ¢ bem
relatada e um certo nimero deles tem-se mostrado antagonista a R. solani, destacando-se,
por sua eficiéncia, espécies de Trichoderma.

Ocorreu a redugdo do crescimento micelial de R. solani na presenga de Trichoderma
em laboratorio, porém, este comportamento nem sempre determinou a capacidade de
controle dos isolados avaliados em condigdes de casa-de-vegetacdo. Assim sendo, €
prudente utilizar os resultados de antagonismo “in vitro” apenas como indicadores do
potencial antagonico do isolado que se deseja estudar, sem extrapolar os dados para outras
condi¢gdes. Cabe dizer que na busca de um agente de biocontrole o crescimento do
patdgeno em relacdo ao do antagonista € relevante, devendo ser investigada.

Os dados deste trabalho sustentam a hipotese de que isolados de Trichoderma com
potencial antagdnico possam ser usados no controle do “damping-off” causado por R.
solani em boa-noite.

Em casa-de-vegetagdo, pdde-se verificar que o isolado T11 (Trichoderma sp.),
quando adicionado diretamente ao solo, reduziu o vigor e a viruléncia de R. solani.
Entretanto, h4 uma necessidade premente de outras avaliagdes complementares para
posterior aplicagdo em grande escala, como uma alternativa na redugdo do uso de
fungicidas de forma a limitar a agdo do patdgeno em questao.

A aplicabilidade de Trichoderma em condi¢des de campo é questionada por Adams

(1990), principalmente pela grande quantidade de inoculo que € necesséaria no controle de
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fitopatdégenos. Todavia, no caso da condugdo da cultura no interior de ambientes
protegidos (telados, casas-de-vegetacdo, viveiros, estufas), recomenda-se a aplicacdo deste
agente de biocontrole, ja que estas areas sdo restritas, permitindo a esterilizagdo do solo e
sua inoculagdo com grandes concentra¢des do antagonista.

Nos testes visando a verificagdo dos efeitos de Trichoderma em boa-noite,
confirmou-se ndo haver nenhum dano ocasionado por este fungo em sementes e plantulas
deste vegetal. Nao obstante, Ceresini ¢ Nazareno (1997) incluem Trichoderma sp. em uma
relagdo de patogenos do gengibre. Pereira (1997) reporta Trichoderma viride Pers. ex S. F.
Gray como responsavel por uma doenga secundaria em espigas de milho. Melo (1998)
declara haver relatos, embora muito poucos, de ocorréncia de doengas de plantas causadas
por Trichoderma. Estes fatos justificam a importancia de investigacdes prévias para o
estabelecimento da relagdo deste organismo com a planta.

Com a microbioliza¢do de sementes com espécies de Trichoderma obteve-se o
controle do fitopatdégeno, o que permite afirmar ser um método bastante vantajoso como
componente de um programa de controle integrado, mesmo em condi¢gdes de campo. Neste
caso as facilidades oferecidas pela microbiolizagdo tais como menor risco de
contaminag¢do, diminui¢cdo da quantidade do indculo necessaria para efetuar o tratamento
das sementes e, conseqiientemente, redu¢do da mao de obra e materiais gastos no processo,
tornam viavel esta forma de controle.

Uma caracteristica importante deste método de controle ¢ que uma das vias de
introducao de microrganismos protetores do sistema radicular no solo ¢ através das
sementes. Assim sendo, uma aten¢do especial deve ser voltada para a ecologia, isto &,
sobre as condigdes bidticas e abidticas, que podem atuar, tanto sobre o antagonista como
sobre o organismo-alvo. A natureza do patdégeno ¢ um ponto a ser investigado por ser um
elemento essencial para o sucesso de um programa de controle bioldgico.

O manejo do solo pela adigao de compostos organicos, € uma forma de aumentar a
supressividade de R. solani, além de representar a adigdo de nutrientes e a melhoria da
estrutura do solo. A pesquisa em foco comprova que ha um grande potencial na utilizagao
deste método no controle do “damping-off” causado por R. solani em boa-noite, sendo,
também, a sua aplicagdo bastante acessivel.

Os diferentes resultados obtidos nos tratamentos com cada composto demonstraram

que o tipo, a origem e a quantidade da matéria organica incorporada ao solo interferem na
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supressao da doenga em questdo. Dai a necessidade de analise fisico-quimica e bioldgica
de cada composto que se deseja utilizar, para que sejam conhecidas as suas caracteristicas.

Vale ressaltar que estudos complementares devem ser priorizados quanto a
determinag¢do das proporgdes suficientes do composto para se alcangar a supressao de
doencas vegetais; a dosagem de metais pesados contida no composto, que nao venha atuar
de forma negativa no desenvolvimento de antagonistas e da propria planta; ao intervalo
entre a adigdo do composto e o plantio.

Também, merece ser investigada a combinacao do controle bioldgico, quer pela sua
adicao ao solo, quer pela microbiolizagao das sementes, com o uso do composto organico,
j& que o controle integrado vem sendo indicado como uma estratégia capaz de minimizar
os efeitos deletérios ao meio ambiente.

Finalmente, ¢ importante lembrar que com o controle biologico, ndo se pode esperar
a erradicacdo do fitopatdgeno, mas a manutencdo da populagdo em niveis suficientes para
ndo provocar danos. O seu emprego nao exclui praticas de manejo cultural, devendo ser

utilizado como um elemento consistente de um sistema associado de controle.
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