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RESUMO GERAL

SUDO-MARTELLETO, Mariluci. Tratamento de sementes de tomate associado a
microbiolizacdo com Trichoderma spp. 2009. 121p. Tese (Doutorado em Fitotecnia)
Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

O presente trabalho foi realizado no Laboratério e Epidemiologia e Patologia de Sementes do
Departamento de Fitotecnia da UFRRJ e na PESAGRO-RIO/ Estacdo Experimental de
Seropédica com o objetivo de selecionar isolados de Trichoderma spp. antagonistas a
Rhizoctonia in vitro, quantificar o efeito da aplicacdo de Trichoderma spp. na protecao de
sementes e plantulas de tomate contra o ataque de Rhizoctonia spp; .avaliar o efeito da
aplicacdo de Trichoderma spp. na emergéncia e qualidade das mudas de tomate desenvolvidas
na presenca do patégeno; determinar os teores de macronutrientes das mudas formadas em
substrato inoculados com isolados de Trichoderma spp. € Rhizoctonia, estudar o efeito da
associacdo de tratamentos térmicos e quimico com a microbiolizacdo das sementes com
isolados previamente selecionados de Trichoderma spp. e avaliar a sobrevivéncia de isolados
de Trichoderma spp. na espermosfera e rizosfera das mudas. Utilizaram-se isolados de
Trichoderma spp. previamente selecionados ¢ sementes das cultivares Santa Clara Miss Brasil
e Garrafinha Vermelho sem tratamento prévio com fungicida. Trés dos isolados testados
apresentaram antagonismo in vitro e supressdo do crescimento das coldnias de Rhizoctonia
spp. Nos ensaios de controle bioldgico sob condi¢des de casa-de-vegetacao, foram observados
efeitos dos tratamemtos na emergéncia, comprimento ¢ massa seca de parte aérea e raizes,
area radicular das mudas, nos teores e conteidos de N, P e K e facil recuperagdo dos isolados
de Trichoderma spp. a partir das sementes ¢ raizes das mudas. Na associagdo de tratamentos
térmico e quimico das sementes com isolados de Trichoderma spp. houve efeito significativo
dos tratamentos sobre a emergéncia ¢ desenvolvimento das mudas. O tratamento das
sementes via calor seco a 70°C/ 96 hs resultou em baixa germinacdo de sementes tanto, em
gerbox quanto em substrato, enquanto os tratamentos com agua aquecida a 50° C por 30 min ¢
com HCl a 5% por 10 min foram os que menos danos causaram as sementes. O tratamento de
sementes com agua quente associado aos isolados TENA7 ou TENA16 como protetores
biologicos resultaram em boa emergéncia e desenvolvimento das plantulas e mudas, assim
como a associacdo entre tratamento com HCIl a 5% por 10 min seguido da aplicacdo do
isolado TENA7 de Trichoderma.

Palavras-chave: prote¢do de sementes, patologia de sementes, fungos de solo



GENERAL ABSTRACTS

SUDO-MARTELLETO, Mariluci. Treatment of tomato seeds associated to
microbiolization with Trichoderma spp. 2009. 121p. Thesis (Ph.D. in Crop Science)
Agronomy Institute, Department of Plant Science, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, 2009.

This study was conducted at the Laboratory of Pathology and Epidemiology, Department of
Plant Science of UFRRJ and at PESAGRO-RIO / Seropédica Experimental Station with the
objective of selecting Trichoderma spp. antagonistic to Rhizoctonia in vitro; to quantify the
effect of Trichoderma spp. in protecting seeds and seedlings of tomato against the attack of
Rhizoctonia spp.; evaluate the effect of Trichoderma spp. in the emergence and quality of
tomato seedlings developed in the presence of the pathogen and determine the macronutrient
seedlings grown in a substrate inoculated with Trichoderma spp. and Rhizoctonia; study the
effect of the combination of thermal and chemical treatments with microbiolization seeds with
previously selected isolates of Trichoderma spp. and evaluate the survival of Trichoderma
spp. in spermosphere and in the rhizosphere of seedlings. Were used isolates of Trichoderma
spp, pre-selected from seeds of ‘Santa Clara Miss Brazil’, ‘Garrafinha Vermelho’ and
‘Perinha Agua Branca’, untreated with fungicide. Three of the isolates showed antagonistic
activity in vitro and suppression of colony growth of Rhizoctonia spp. In tests of biological
control under greenhouse conditions, effects of treatments were seen in the emergence, length
and dry weight of shoot and root, root area of plants, teor and content of nitrogen, phosphorus
and potassium, and easy recovery of Trichoderma spp. from seeds and roots of seedlings. For
combination of thermal and chemical treatments of the seeds with Trichoderma spp. there
went significant effects of treatments on emergence and seedling development. The seed
treatment via dry heat at 70 © C / 96 hours resulted in low germination both in Gerbox® and
in the substrate, while treatments with water heated to 50 © C for 30 minutes and with HC1 5%
per 10 minutes were the least damage caused to the seeds. Seed treatment with hot water
associated with isolated or TENA7 TENA16 as biological protectors resulted in good
emergence and development of seedlings and saplings, as well as the association between
treatment with 5% HCI for 10 minutes followed by application of Trichoderma isolate
TENA7.

Key-words: seed protection, seed pathology, soil fungi.
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INTRODUCAO GERAL

Controle biologico, ou sua forma abreviada, biocontrole, envolve a utilizagdo de
microrganismos capazes de suprimir ou reduzir o desenvolvimento de uma determinada
doenca. Este efeito deve-se as interagdes entre o agente de biocontrole e a planta e entre este
mesmo agente € o patdgeno sobre e ao redor da planta (HANDELSMAN & STABB, 1996).
Para tornar o uso dos agentes de biocontrole mais efetivo no manejo de doencas de plantas, ¢
preciso entender como estes atuam e quais sdo as suas limitacoes (HOWELL, 2003). Os
mecanismos envolvidos sdo muitos, variados e complexos e o resultado final decorrente da
eficiéncia e combinac¢ao dos mesmos (HOWELL, 2003).

Entre as doencas de plantas potencialmente controldveis por agentes de biocontrole
estdo aquelas causadas por Rhizoctonia como o tombamento em tomate e em outras culturas
importantes economicamente. O tombamento, também conhecido como damping-off, ¢
provavelmente o sintoma mais comum causado por Rhizoctonia na maioria das plantas que
coloniza, podendo matar as sementes antes da germinacdo ou as plantulas logo apos sua
emergéncia do solo, colonizando ndo somente as raizes como também o caule (AGRIOS,
2005).

Microrganismos que sdo antagonistas a fungos fitopatogénicos tém sido usados para
controle de doengas, e 90% de tais aplicacdes ¢ realizado com diferentes cepas do fungo
Trichoderma (BENITEZ et al., 2004). O relativo sucesso do uso de Trichoderma spp. como
agente de controle biologico pode ser atribuido a capacidade metabolica diversa destas
espécies € a sua natureza agressivamente competitiva (KUBICEK & HARMAN, 1998). O
entendimento da diversidade genética de Trichoderma spp. e de seus mecanismos de
biocontrole podem vir a ajudar a aperfeigoar a sua aplicacdo como agente de controle
biologico (HOWELL, 2003).

O tratamento bioldgico pode ser feito através da inoculagdo direta nas sementes ou
através da adicdo ao substrato utilizado na produgdo de mudas, com a vantagem de uma agao
residual de prote¢do mais prolongada que os tratamentos quimico e térmico, principalmente se
0 microrganismo protetor encontra condigdes favordveis para seu desenvolvimento e
estabelecimento no solo ou substrato (MACHADO, 2000).

A complexidade da interacdo agente de biocontrole x patégeno x planta tem
dificultado a adogdo do biocontrole no manejo de doencas de plantas por dois motivos
principais: resultados praticos com biocontrole variam muito e progresso no entendimento do
sistema inteiro tem sido lento (HANDELSMAN & STABB, 1996).

A microbiolizagcdo de sementes constitui um método alternativo, viavel
economicamente ¢ que pode trazer beneficios a cultura por favorecer o equilibrio microbiano
do solo cultivado. E um sistema ideal de introdugdo de bioprotetores para o controle das
doengas das sementes, formando a primeira barreira de defesa das plantas contra o ataque de
microrganismos fitopatogénicos (LUZ, 1993). A utiliza¢do de uma associa¢do de tratamentos
térmicos ¢ quimicos com a inoculacdo de microrganismos antagonistas de controle bioldgico,
como Trichoderma spp., sobre as sementes ¢ uma alternativa que deve ser melhor estudada.
Isolados de Trichoderma spp. aplicados as sementes podem proteger a plantula por serem os
primeiros colonizadores da rizosfera (SIVAN & CHET, 1989; LUZ, 1993; MELO, 1996),
proporcionando prote¢do contra diversos patdgenos de solo.

Com este trabalho, pretende-se testar as hipoteses de que isolados de Trichoderma
possam ter efeito no controle do tombamento de mudas de tomate causada por Rhizoctonia
sp. ¢ estimular a emergéncia de plantulas e/ou promover o crescimento das mudas de
tomateiro, pois sdo citados ainda como promotores de crescimento (ALTOMARE et al.,
1999; INBAR et al., 1994, KLEIFELD & CHET, 1992; WINDHAM & ELAD, 1986;
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YEDIDIA, 2001). Acredita-se, ainda que possam ser utilizados como protetores de sementes
de tomateiro apos serem submetidas a tratamentos para erradicacdo de fitopatdogenos.

Assim, os objetivos a serem alcangados com este trabalho sdo: selecionar isolados de
Trichoderma spp. antagonistas a Rhizoctonia sp. in vitro, quantificar o efeito da aplicagdo
Trichoderma spp. na protecdo de sementes e plantulas de tomate contra o ataque de
Rhizoctonia spp; .avaliar o efeito da aplicagdo de Trichoderma spp. na emergéncia e
qualidade das mudas de tomate desenvolvidas na presenca do patdgeno; determinar os teores
de macronutrientes das mudas formadas em substrato inoculados com isolados de
Trichoderma spp. e Rhizoctonia, estudar o efeito da associagdo de tratamentos térmicos e
quimico com a microbiolizacdo das sementes com isolados previamente selecionados de
Trichoderma spp. ¢ avaliar a sobrevivéncia de isolados de Trichoderma spp. na espermosfera
e rizosfera das mudas.

Os isolados de Trichoderma spp. utilizados foram pré-selecionados em ensaios
anteriores, em condi¢cdes de laboratério e de casa-de-vegetagdo (SUDO-MARTELLETO,
2005), onde observaram-se diferentes respostas no desenvolvimento das mudas conforme o
isolado utilizado. Feita a selecao dos isolados de Trichoderma spp. com potencial para uso em
controle bioldgico, o trabalho foi iniciado com a selecao de isolados virulentos de Rhizoctonia
sp. patogénicos ao tomateiro e causadores de tombamento de mudas, e com a defini¢do da
densidade de indculo ideal do patdégeno para os trabalhos em condi¢des de casa-de-vegetacao.
No capitulo II, sdo apresentados ensaios in vitro envolvendo isolados de Trichoderma e de
Rhizoctonia, em culturas puras, sem a presenca do hospedeiro. No capitulo III, avaliaram-se o
efeito da aplicacdo Trichoderma spp. sobre a emergéncia de sementes de tomate, na prote¢ao
das sementes e plantulas contra o ataque de Rhizoctonia sp. e sobre o desenvolvimento e
qualidade das mudas formadas. No capitulo IV serdo apresentados os estudos para avaliar o
efeito do tratamento de sementes sobre a massa seca de raizes e parte aérea e sobre os teores e
conteudos de nitrogénio, fosforo e potdssio em mudas de tomateiro desenvolvidos sob
substrato infestado com inoculo de Rhizoctonia sp.. E, finalmente, no capitulo V, serdo
apresentados os trabalhos envolvendo a associacdo entre a aplicacdo de tratamentos de
erradicacdo de patdgenos das sementes, como o tratamento térmico, via calor seco a 70 °C por
96 h sob ventilagdao forgada (SILVA ef al, 2002; CARMO et al., 2004), via umida com agua
mantida a 50 °C por 30 min (REIFSCHNEIDER et al., 1985; CARMO et al., 2004); quimico
com HCl a 5% por 10 min (MARINGONI & KUROZAWA, 1994; CARMO et al., 2004) ¢ a
aplicagdo de tratamentos de protegdo por meio de microbiolizagdo com isolados de
Trichoderma sp.



REVISAO GERAL

O tombamento das mudas ¢ doenga muito comum em tomateiro (Lycopersicon
esculentum Mill.). Pode ser causado por varios fungos que sobrevivem no solo, como
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporium f.sp. lycopersici, Fusarium solani, Pythium spp.,
Phytophthora spp, Sclerotium rolfsii entre outros, podendo ser confundido com ma
germinagdo das sementes ou associado a ma qualidade das sementes (KUROZAWA &
PAVAN, 1997). Estes patogenos também podem ndo ser letais para a planta madura, mas
causar redugdes no crescimento da planta e vigor, reduzindo sua produtividade (MARTIN,
2003).

Rhizoctonia solani ¢ muito representativo entre os fungos que causam tombamento
em tomate e em outras culturas importantes economicamente. O tombamento, também
conhecido como damping-off, ¢, provavelmente, o sintoma mais comum causado por
Rhizoctonia na maioria das plantas que coloniza, podendo matar plantulas antes da
germinagdo ou logo apos sua emergéncia do solo, colonizando ndo somente as raizes como
também o caule (AGRIOS, 2005). Em hospedeiras como feijdo, vagem, pimentdo e tomate, o
fungo invade e pode ser carregado nas sementes, e quando se estabelece no campo permanece
indefinidamente, se espalhando com chuva, irrigacdo, ferramentas ou material propagativo
contaminado. Para a maioria das racas deste patdgeno, a temperatura 6tima para a ocorréncia
de infeccdes situa-se entre 15 e 18 °C. Existem, porém, algumas ragas que causam danos mais
severos quando as temperaturas sdao superiores a 35° C, especialmente em solos
moderadamente imidos (AGRIOS, 2005).

Muitos estudos tém sido realizados demonstrando efetividade de Trichoderma spp. no
controle de tombamentos, ndo s6 em tomateiro como também em outras culturas como
pimentdo, pepino, cenoura, trigo, milho e varias outras. Trabalhos também demonstram
efeitos de Trichoderma spp. na qualidade das mudas, principalmente, no aumento da massa
fresca, massa seca, comprimento de raizes ¢ parte aérea.

Sementes contaminadas podem representar a principal fonte de indculo primério para
inicio das epidemias de varias doengas (SHEKHAWAT & CHACKRAVARTI, 1979;
BASHAN et al; 1982.; SCHAAD, 1982; SHARON et al., 1982; , KIMURA, 1984;
SCHAAD,1988) ¢ a sua utilizacdo, mesmo com baixos niveis de sementes contaminadas,
pode resultar em perdas no viveiro e no campo (RICHARDSON, 1979; HARMAN, 1983;
CARMO et al.,1996). Para a sua erradicagdo podem ser usados tratamentos quimicos ou
fisicos. Entre os métodos fisicos para tratamento de sementes estd o térmico com o uso de
calor. Entre os métodos quimicos, além do uso de fungicidas pode ser citado o uso de acidos,
como o acido cloridrico (KIMURA, 1991; MARINGONI & KUROZAWA, 199%;
MACHADO, 2000; CARMO, 2001; SILVA et al., 2002; CARMO et al., 2004).

A ac¢do do calor através dos tecidos das sementes pode atingir o inoculo infectivo dos
patogenos localizados mais profundamente nos tecidos. Para a cultura do tomateiro, a
termoterapia pode ser aplicada no controle de diversos fitopatégenos como Colletotrichum
sp., Alternaria solani, Xanthomonas vesicatoria ¢ Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (MACHADO, 2000), que ocasionam doengas comumente conhecidas como
antracnose, pinta preta, mancha bacteriana e cancro bacteriano, respectivamente.

O tratamento térmico e o tratamento com acido cloridrico, porém, ndo oferecem uma
protegdo residual as sementes, anulando uma agdo preventiva contra patdogenos presentes no
solo. O tratamento de sementes via microbiolizagdo ¢ interessante para manter em certos
niveis a diversidade da microflora da espermosfera (semente) e ainda constituir um veiculo
eficiente para introducdo de agentes microbioldgicos de interesse no campo de cultivo
(CHAO et al., 1986).



Entende-se por microbiolizagdo a aplicagdo de microorganismos vivos as sementes ou
partes vegetativas propagativas como ramos e raizes, para o controle das doencas e/ou para
promover o crescimento das plantas (LUZ, 1993). E um procedimento prético e simples de
introducdo de bioprotetores para o controle de patdgenos transmitidos pelas sementes, bem
como daqueles presentes no solo ou no substrato, por permitir que o agente de controle
bioldgico forme a primeira barreira de defesa das plantas contra o ataque de microorganismos
fitopatogénicos (LUZ, 1993).

Trichoderma ¢é fungo ativo como micoparasita de fitopatdgenos, que produz esporos e
clamiddsporos que podem ser formulados e utilizados para tratamento de solos, de sementes,
de estoldes e de bulbos e, ainda, pulverizados por via aérea (MELO, 1996). Trichoderma spp.
tém sido usado para controlar o tombamento de plantulas e podridoes radiculares de varias
espécies vegetais (LUZ, 1993; MAO, 1998; PRASAD, 2002; AHMED, 2003).

PORFIRIO-SILVA & HOMECHIN (1992) utilizando Trichoderma spp. em sementes
de tomateiro observaram aumentos no percentual de emergéncia e redu¢do no numero de
plantulas colonizadas por R. solani. LARANJEIRA & MENEZES (1993) observaram
parasitismo de Trichoderma spp. sobre R. solani em condigdes de laboratério. HADAR et
al.(1979), aplicaram T. harzianum através de farelo de trigo em solo infestado com R. solani,
e obtiveram controle efetivo de tombamento de mudas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e
tomate (L. esculentum). HARMAN (2000) mostrou que sementes de milho (Zea mays L.)
semeadas em solo com 7. harzianum (T-22) e baixo teor de N resultaram em plantas que
cresceram bem verdes e maiores na maior parte da fase de crescimento. Na maturidade, as
plantas tiveram maior didmetro de caule e maior rendimento de graos e silagem no campo.
RAJU et al. (1999) em teste com sementes de sorgo infectadas por Fusarium moniliforme e
tratadas com Pseudomonas fluorescens, T. harzianum e Chaetomium globosum, observaram
reducdo significativa na incidéncia da doenca, assim como verificaram aumentos na
porcentagem de germinacdo das sementes, no vigor das mudas e na emergéncia no campo.
Neste trabalho, feito com cinco cultivares diferentes de sorgo, todos os antagonistas
reduziram a incidéncia de Fusarium moniliforme, indicando que os agentes de controle
bioldgico foram mais efetivos do que o tratamento quimico recomendado. LUZ (2001),
trabalhando com sementes de milho microbiolizadas com 7. harzianum, obteve aumento
significativo na percentagem de emergéncia de plantulas e no rendimento de graos (Zea mays
L.). Evidéncias tém mostrado que Trichoderma pode favorecer a germinagdo de sementes, o
crescimento de plantas e a qualidade das mudas (MELO, 1996; MISHRA & SINHA, 2000;
LUZ, 2001; YEDIDIA, 2001).
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CAPITULO |

AVALIACAO DE ISOLADOS DE Rhizoctonia sp. PATOGENICOS AO
TOMATEIRO (Lycopersicon esculentum Mill.)



RESUMO

Foram conduzidos ensaios no Laboratorio de Patologia de Sementes do Departamento de
Fitotecnia, da UFRRJ com os objetivos de: (i) determinar a condi¢do de ambiente propicia
para testes de patogenicidade de Rhizoctonia; (ii) selecionar isolado de Rhizoctonia
patogénico a mudas de tomateiro, para estudos envolvendo controle biolégico de patdgenos
de solo com Trichoderma spp.. (iii) determinar a quantidade minima de in6culo necessaria
para o estabelecimento de tombamento de mudas para ensaios em condi¢des de casa-de-
vegetacdo. Compararam-se seis isolados de Rhizoctonia spp., obtidos de mudas de alface
(RhB) e de feijao (RhC), e de tubérculos de batata (RhD, RhE, RhF e RhG), que foram
preservados em tubos de ensaio contendo meio BDA com pentabiotico e recoberto com 6leo
mineral. Os seis isolados foram testados quanto a patogenicidade e viruléncia em sementes e
plantulas do tomateiro sob ambiente em camara Umida e sem camara umida, em trés
cultivares de tomate, Santa Clara Miss Brasil, Garrafinha Vermelho e Perinha Agua Branca.
Em seguida compararam-se diferentes concentragdes de indculo do patdogeno para determinar
a quantidade minima necessaria para indu¢do de tombamento pds-emergéncia. O ambiente
sem camara umida foi o mais adequado para os testes de patogenicidade e o isolado que
ocasionou maior porcentagem de tombamento na fase de pos-emergéncia foi o RhB obtido de
plantas de alface. Na fase de pré-emergéncia maiores danos foram causados pelo isolado RhG
obtidos de tubérculos de batata. A concentragdo de indculo de Rhizoctonia que resultou em
maior porcentagem de tombamento de mudas variou entre 173,0 a 347,0 mg de micélio.L" de
substrato para produc¢do de mudas.

Palavras-chave: tombamento de mudas, tomate, patogenicidade.
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ABSTRACT

Bioassays were conducted at the Seed Pathology Laboratory, Department of Plant Science, of
UFRRJ with the objectives of: (i) determine the condition of environment for testing
pathogenicity of Rhizoctonia, (i1) select pathogenic Rhizoctonia isolate to tomato seedlings,
for studies involving biological control of soil borne pathogens with Trichoderma spp .. (iii)
determine the minimum amount of inoculum needed for the establishment of damping-off for
testing under green-house conditions. Were compared six isolates of Rhizoctonia spp.
obtained from lettuce (RhB) and beans (RHC) seedlings and potato tubers (RhD, RHE, RHF
and RHG), which were preserved in test tubes containing half inclined BDA with pentabiotic
under mineral oil immersion to storage at room temperature. The six isolates were tested for
pathogenicity and virulence on tomato seeds and seedlings under ambient in a moist chamber
and no moist chamber, in three tomato cultivars, ‘Santa Clara Miss Brasil’, ‘Garrafinha
Vermelho® and ‘Perinha Agua Branca’. Then, were compared different concentrations of
pathogen inoculum to determine the minimum amount necessary to induce post-emergence
damping off. The environment without a moist chamber was suitable for testing the
pathogenicity and the isolate that caused the highest percentage of damping-off in the post-
emergence was RhB obtained in lettuce. In the pre-emergence greatest damage was caused by
RhG isolate obtained from potato tubers. The concentration of inoculum of Rhizoctonia that
resulted in the highest percentage of damping off ranged from 173.0 to 347.0 mg micelia.L"
substrate for seedling production.

Keywords: damping off, tomato, pathogenicity.
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1 INTRODUCAO

O género Rhizoctonia tem sua fase teleomorfica dentro do phylum Basidiomycota
como Thanatephorus cucumeris ou Ceratobasidium (SILVEIRA & ALFENAS, 2002;
AGRIOS, 2005). Fungos do género Rhizoctonia apresentam micélio estéril com células
longas, e ramificagdes em angulo reto e proximas ao septo distal com constric¢ao na base das
mesmas (OGOSHI, 1987; FERREIRA, 1989; AGRIOS, 2005).

Espécies do género Rhizoctonia, de modo geral, sao habitantes do solo sendo algumas
patogénicas e causando doengas em muitas espécies vegetais como podriddes em raizes, colo
e tubérculos e, em alguns casos, lesoes foliares e em frutos (NECHET & HALFELD-
VIEIRA, 2006; OGOSHI, 1987). Sao disseminadas por meio de ferramentas bem como
material vegetal contaminado como sementes, mudas, tubérculos dentre outros (FERREIRA,
1989; SILVEIRA et al., 2003; AGRIOS, 2005). Sobrevivem em tecidos mortos dos
hospedeiros € em material organico no solo na forma de hifas e esclerodios, que sao suas
estruturas de resisténcia, que germinam em condi¢des de ambiente favoraveis, produzindo
hifas para colonizar substratos organicos vegetais mortos ou vivos (FERREIRA, 1989).
Existe, porém, variabilidade dentro das espécies quanto a gama de hospedeiros,
patogenicidade, morfologia, caracteristicas culturais, fisiologicas e resposta as condigdes de
ambiente (BELL, 1982; OGOSHI, 1987, KUROZAWA & PAVAN, 1997; MUSLIM et al.,
2003; AGRIOS, 2005).

Para caracterizacdo dos isolados de Rhizoctonia podem ser usados diversos pardmetros
como morfologia da colonia, taxa de crescimento micelial, formagdo e tamanho de
microesclerddios, nimero de nucleos, grupos de anastomose e teste de patogenicidade
(NECHET & HALFELD-VIEIRA, 2006). Os grupos de anastomose de Rhizoctonia spp.
podem ser associados a diferentes caracteristicas culturais, tipo de hospedeiros, havendo
ampla variabilidade dentro de cada grupo, existindo a possibilidade de subdivisdo dos grupos
de acordo com os hospedeiros, morfologia, requerimentos para tiamina ¢ homologia de DNA
(OGOSHLI, 1987; CARLING, 1996).

A identificacdo de Rhizoctonia a nivel de género pode ser feita por meio de
observagdes em microscopio Optico tendo como a base a descrigdo de Ogoshi (1987) e
caracterizagdo dos isolados por meio de teste de coloragdo de nucleos (BANDONI, 1979;
YAMAMOTO & UCHIDA, 1982; KRONLAND & STANGHELLINI, 1988). Com base no
nimero de nucleos, as espécies do género Rhizoctonia podem ser divididas em trés grupos,
formados por micélio uni, bi ou multinucleado (CARLING, 1996).

Uma das doengas mais comuns causadas por espécies fitopatogénicas de Rhizoctonia é
o tombamento ou damping off de mudas em viveiros de diferentes espécies como tomate,
alface, feijdo, quiabo, eucalipto, beterraba, cenoura e varias outras. O tombamento ¢ uma das
principais doencas que atacam mudas de tomateiro, podendo ser ocasionado por outros fungos
como Fusarium sp. e Pythium sp., sendo Rhizoctonia sp. um dos mais freqlientemente
associados aos sintomas da doenca. Além de tombamento, Rhizoctonia sp. pode colonizar as
sementes em fase de embebicdo ocasionando a sua morte na fase de pré-emergéncia
(GOULART, 2002) resultando em reducdo do stand devido as falhas na germinagdo. A
infeccdo de plantas jovens ¢ mais severa quando o crescimento da planta ¢ lento, devido a
condi¢des adversas para a planta, ou, o vigor das sementes ¢ baixo (AGRIOS, 2005;
MARCOS FILHO, 2005).

A severidade ou a intensidade dos danos dependem da suscetibilidade do hospedeiro,
viruléncia do patogeno e das condi¢cdes de ambiente. Em relacdo ao ambiente, condigdes de
temperatura elevada e alta umidade de casa-de-vegetagdo aliadas a condi¢do fisiologica de
estacas de eucalipto, ou das sementes de diversas culturas, podem ocasionar perdas severas de
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mudas durante o enraizamento (SILVEIRA et al., 2003), sendo este tipo de ambiente, muito
comum em estufas de producdo de mudas de tomate, favorecendo o processo de infec¢do e
colonizacdo por Rhizoctonia sp..

A densidade de indculo € outro fator que pode influenciar nos resultados de severidade
do tombamento, sendo um dos aspectos importantes a serem delineados antes da realizagao de
testes e avaliagdes de métodos de controle (ANDRADE et al., 2005; GOULART, 2007), pois
ha grande variabilidade de respostas, variagdes estas dependentes da cultivar e do isolado de
Rhizoctonia a ser testado. Goulart (2007) relata para algoddo, redu¢do na percentagem de
emergéncia ¢ aumento na porcentagem de tombamento com o aumento da densidade de
indculo do patdgeno e variagdes quanto a resposta de cultivares. Estudos também demonstram
variagdes quanto a severidade da doenga em funcdo do isolado de Rhizoctonia utilizado,
decorrente, provavelmente, da grande variabilidade existente entre isolados (CASSIOLATO
& MELO, 1994; NORONHA et al., 1996; CASSIOLATO & SOUZA, 2000; ANDRADE et
al., 2005). Em geral, observa-se uma correlacdo positiva entre aumento da densidade de
inoculo ¢ o aumento da incidéncia de tombamento. No entanto, de acordo com o objetivo e
situacdo, deve-se previamente testar e observar os resultados de diferentes densidades de
indculo.

Em testes que envolvam inoculagdo de solo ou substrato, o aumento na densidade de
inéculo pode ocorrer devido a adigdo de nutrientes do proprio meio utilizado para crescimento
do fungo como palha de arroz, arroz triturado, farelo de trigo, farelo de milho e farelo de
mamona. Estes substratos podem suportar altos niveis de colonizagcdo por Rhizoctonia
(SANFUENTES et al., 2002). Este comportamento deve-se ao fato de Rhizoctonia spp. ser
habitante do solo, colonizador primario de matéria organica, com capacidade de sobrevivéncia
em restos de cultura. Ou seja, dependendo do material adicionado ao inéculo, o solo pode se
tornar mais conducente a Rhizoctonia, aumentando a sua populacdo e a taxa de colonizacao
do hospedeiro, e conseqiientemente a intensidade da doenga (SANNAZARO et al., 2001).

O presente trabalho teve como objetivos selecionar e caracterizar isolados patogénicos
de Rhizoctonia sp. e virulentos a sementes e plantulas do tomateiro, causadores de
tombamento de mudas, ¢ definir a melhor densidade de indculo para testes de controle
bioldgico em condi¢des de casa-de-vegetacao.
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2 MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no campo experimental do Setor de Horticultura e no
Laboratorio de Epidemiologia e Patologia de Sementes do Departamento de Fitotecnia, no
Laboratério de Andlise de Solos do Departamento de Solos, pertencentes ao Instituto de
Agronomia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e no Laboratorio de
Olericultura e casa-de-vegetacdo da PESAGRO-RIO, Estacdo Experimental de Seropédica.

2.1 Coleta e Caracterizacéo de Isolados de Rhizoctonia sp.

Isolados de Rhizoctonia sp. foram coletados de terra aderida a tubérculos de batata, de
mudas de alface e plantas de feijao apresentando mela ou tombamento, e de solo cultivado
com olericolas localizado no Setor de Horticultura do Instituto de Agronomia (UFRRJ).
Fragmentos do tecido apresentando os sintomas foram submetidos a assepsia superficial com
alcool a 70% e hipoclorito de sédio a 1% e em seguida depositados em placas de Petri
contendo meio agar-agua (15,0g de agar agar em 1,0L de agua destilada) e incubados por dois
dias. Apos este periodo, amostras do micélio desenvolvidos foram repicados para placas de
Petri contendo o meio BDA (200mL de calda de batata, 20,0g de dextrose, 15,0g de agar agar
e adicdo de dgua destilada até completar 1,0L) acrescido de pentabidtico em pd (uma pitada).
Em seguida, as culturas foram incubadas a 25° C por trés dias, seguido de repicagem para
tubos de ensaio contendo meio inclinado BDA com pentabidtico para armazenamento em
temperatura ambiente sob imersdo em 6leo mineral.

Os isolados foram conservados em placas com meio BDA em geladeira e em tubos de
ensaio com meio inclinado BDA e pentabidtico mantido em temperatura ambiente.

A identificagc@o de Rhizoctonia a nivel de género foi feita por meio de observagdes em
microscopio Optico tendo como a base a descricdo de Ogoshi (1987) e caracterizagdo dos
isolados por meio de teste de coloragdo de nucleos (BANDONI, 1979; YAMAMOTO &
UCHIDA, 1982; KRONLAND & STANGHELLINI, 1988).

2.2 Teste Inicial de Patogenicidade de Rhizoctonia spp. em Mudas de Tomateiro

Seis isolados de Rhizoctonia spp., RhB (isolado de alface), RhC (isolado de feijao),
RhD, RhE, RhF e RhG (isolados de batata), foram testados quanto a sua patogenicidade ao
tomateiro. Para isto foram reavivados, verificados quanto a pureza e cultivados em meio BDA
para posterior infestagdo do substrato, conforme DHINGRA & SINCLAIR (2000).

O teste foi realizado em duas condigdes distintas de ambiente, sob condigdes de
camara Umida e sem cdmara umida, utilizando-se dois tipos de substratos comerciais
(Plantmax” e Tropstrato™) para produgio de mudas de hortalicas. A testemunha consistiu de
infestacdo do substrato somente com agua destilada.

Adotou-se o delineamento de blocos ao acaso em esquema fatorial 7 x 2 x 2, com
quatro repeti¢cdes. Cada parcela foi constituida por uma bandeja de aluminio de 22x15x5 cm,
com 100 sementes cada.

A infestacdo do substrato foi feita pela adi¢do de suspensdo de micélio dos isolados de
Rhizoctonia sp. a serem testados por meio de rega. O indculo de cada um dos isolados foi
produzido em placas de Petri (80 x 100 mm) contendo meio de cultura BDA, e incubado em
camara B.0.D., regulada para 25° C, sob regime escuro. Apds cinco dias de crescimento,
foram triturados em 4gua destilada com auxilio de triturador manual (esterilizado em agua em
ponto de fervura por 10 min.), na propor¢ao de 2 placas/ 2 L de 4agua destilada. Volume de
250mL do material triturado foi distribuido em cada bandeja, obtendo-se completo
molhamento do substrato com as suspensdes de micélios. O tratamento testemunha consistiu
de rega somente com agua destilada.
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Apo6s a adicdo do indculo as bandejas de aluminio contendo substrato, efetuou-se o
semeio de 100 sementes de tomate por bandeja, cultivar Santa Clara Miss Brasil lote 13424,
sem tratamento prévio com fungicida e poder germinativo igual a 50%, em cinco fileiras de
20 sementes. Para formagdo de ambiente com camara imida, as bandejas foram cobertas com
saco plastico transparente com pequenas perfuragdes para permitir a troca de gases.

Foi feito acompanhamento diario das temperaturas méxima e minima, e informagdes
sobre a umidade relativa do ar foram obtidas por meio da Estagdo Experimental de Seropédica
da PESAGRO_RIO.

A partir do semeio, realizaram-se observacdes diarias visando identificar o inicio da
emergéncia e do aparecimento de mudas com sintomas de podridao e/ou tombamento.

Para confirmacdo da presenca dos isolados de Rhizoctonia, as mudas lesionadas foram
coletadas e transferidas para placas de Petri esterilizadas, e analisadas individualmente por
meio de observagdes em microscopio estereoscopico e optico. Inicialmente, as amostras de
plantulas e mudas foram submetidas a procedimento de limpeza superficial em 4gua corrente
para retirada de restos de substrato, desinfestagdo com hipoclorito de sédio a 0,5% seguido de
lavagens sucessivas em agua destilada esterilizada. Ap6s o processo de limpeza as mudas
foram depositadas em placas de Petri contendo agar-agua. A partir do crescimento micelial no
meio agar-agua, foi feito reisolamento em meio BDA seguido de incubagdo em B.O.D., a
25°C, no escuro. Apoés trés dias de incubagdo foram montadas ld&minas com amostras de
micélios e hifas para observacdo em microscopio estereoscopico e dptico para confirmagdo da
presenca do patogeno.

A viruléncia dos isolados foi avaliada tendo como base o efeito dos mesmos sobre (i) a
velocidade de emergéncia, medida de acordo com a porcentagem de plantulas emergidas aos
cinco dias, (i) sobre a porcentagem de emergéncia avaliada aos 14 dias e (iii) sobre a
porcentagem de mudas com tombamento, contagem acumulada até os 14 dias. Os dados,
expressos em porcentagem de emergéncia e tombamento, foram transformados em (x+1)"%,
submetidos a analise de variancia e teste de Tukey a 5%.

2.3 Determinacdo da Concentracdo Minima de Indculo de Rhizoctonia sp. para
Inducdo de Tombamento em Mudas de Tomateiro

A quantidade minima de in6culo necessaria para indu¢do de tombamento pods-
emergéncia de mudas do tomateiro foi determinada conforme metodologia descrita por
SCHIPERS & GAMS (1979) e DHINGRA & SINCLAIR (2000). Utilizou-se como in6culo
micélio de Rhizoctonia sem veiculo de crescimento ou base alimentar, excluindo esta
variavel, uma vez que a incorpora¢do de Rhizoctonia por um destes meios poderia favorecer o
patogeno (BAILEY & GILLIGAN, 1997).

Foram testadas quatro concentragdes de inodculo de Rhizoctonia, mais um tratamento
testemunha, ou seja, 0,0; 0,5; 1,0; 2,5; ¢ 5,0 g de micélio. L de agua destilada. O
delineamento utilizado foi o de blocos ao acaso, com quatro repeti¢des. Utilizou-se o isolado
RhB de Rhizoctonia, obtido de mudas de alface, e sementes da cultivar Santa Clara Miss
Brasil, procedente de lote com 90% de germinagdo e sem qualquer tratamento com fungicida,
doado pela empresa Agristar.

O fungo foi crescido em meio BDA com pentabidtico, por trés dias, a 25 °C. Em
seguida, retiraram-se discos de micélio da borda das coldnias que foram adicionados a frascos
de erlenmeyer contendo 200 mL de meio liquido batata-dextrose (200 mL de calda do
cozimento de 200 g de batata e 20 g de dextrose para 1000 mL de agua destilada). Os frascos
foram acondicionados em BOD e o meio contendo os discos de micélio ficou incubado por 10
dias a 27 °C, no escuro. O micélio formado na superficie do meio liquido foi retirado por
filtracdo em funil de Biichner, com auxilio de bomba de vacuo e papel filtro, e posto para
secar em papel toalha por cerca de dez minutos. Ap6s a secagem, o micélio foi pesado e
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triturado com auxilio de triturador manual esterilizado, nas concentragoes de 5,0, 2,5, 1,0 e
0,5g por L de agua destilada. Para o tratamento testemunha utilizou-se apenas agua destilada.

A inoculagdo de Rhizoctonia foi feita pela adicdo de 250 mL da suspensdo micelial
sobre o substrato contido em bandejas plasticas de polipropileno preto de 200 células, nas
dimensoes 30,8 x 30,8 x 43,0 mm e conteudo de 18mL de substrato Plantmax®.célula™. As
concentragdes 5,0, 2,5, 1,0 ¢ 0,5 g.L'1 apresentaram respectivamente as concentracdes de
347,0, 173,0, 69,0 e 34,0 mg de micélio.L ! de substrato. A semeadura foi feita logo ap6s a
inoculacdo utilizando-se uma semente por célula e as bandejas mantidas em condi¢des de
casa-de-vegetacgao.

A avaliagdo foi feita pela determinacdo da porcentagem de plantulas emergidas aos
cinco dias, e da porcentagem de emergéncia e de tombamento de mudas ao final de 28 dias
apos semeadura. Os dados foram submetidos a analise de variincia e teste de Tukey a 5%.

2.4 Avaliacdo Comparativa da Viruléncia dos Isolados de Rhizoctonia sp. ao
Tomateiro

Seis isolados de Rhizoctonia sp., preservados em tubos contendo meio BDA imerso
em Oleo mineral, foram postos para crescer e inoculados no substrato e, posteriormente,
reisolados das mudas de tomateiro com sintomas de tombamento.

No primeiro ensaio, compararam-se seis isolados de Rhizoctonia spp., quanto a
viruléncia a duas cultivares de tomate, ‘Santa Clara Miss Brasil’ (90% de germinagdo), e
‘Garrafinha Vermelho’ (90% de germinag@o). As sementes da primeira cultivar foram doadas
por empresa de sementes, sem qualquer tratamento com fungicida, e as sementes da segunda
cultivar foram doadas pela Estagdo Experimental de Seropédica da PESAGRO-RIO, obtidas
de sistema orgénico de producdo. Utilizou-se o substrato comercial Plantmax®, o mesmo
procedimento de infestacdo do substrato descrito no item 2.2 e bandejas de aluminio de
22x15x5 cm. O semeio foi feito logo em seguida distribuindo-se 100 sementes de cada
cultivar por bandeja (em cinco fileiras de 20 sementes cada). As avaliagdes de emergéncia
foram feitas aos 4, 5, 6, 7 ¢ 8 dias ap6s o semeio (DAS), e de tombamento pos-emergéncia
diariamente até 14 DAS. A confirmacdo da presen¢a e identificagdo do patdogeno sobre as
mudas tombadas foram feitas conforme descrito no item 2.2. Adotou-se o delineamento de
blocos ao acaso com quatro repeticdes em esquema fatorial 7 x 2, sete tratamentos (seis
isolados de Rhizoctonia e uma testemunha) e duas cultivares de tomate.

Para o segundo ensaio os mesmos seis isolados foram testados quanto a viruléncia a
cultivar Santa Clara Miss Brasil, com sementes apresentando poder germinativo em torno de
50% (lote 13424), sob as mesmas condi¢des de bandeja, substrato e de infestagdo do substrato
descritos para o primeiro ensaio, porém distribuindo-se 200 sementes por bandeja.

Foram feitas avaliacdes para a porcentagem de emergéncia aos 20 dias e de
tombamento pos-emergéncia até os 20 dias apds o semeio e a confirmagdo da presenca e
identificagdo do patégeno conforme descrito no item 2.2 deste capitulo. O delineamento
utilizado foi o de blocos ao acaso com quatro repetigdes e sete tratamentos (seis isolados de
Rhizoctonia e uma testemunha). Os dados, expressos em porcentagem de emergéncia e
tombamento, foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey a 5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Coleta de Isolados de Rhizoctonia sp.

Seis isolados de Rhizoctonia sp., foram coletados e classificados conforme o material
de origem: isolado de alface (RhB), isolado de feijao (RhC) e isolados de batata (RhD, RhE,
RhF e RhG).

De acordo com o teste de coloragao de nucleos, todos os isolados de Rhizoctonia sp.
apresentaram micélio com células vegetativas multinucleadas, sendo o nimero de nucleos
quantificado, apresentando o seguinte resultado: RhB = 3 nucleos, RhC = 7 nucleos, RhD =3
a 5 nucleos, RhE = 7 nucleos, RhF = 7 nucleos, e RhG = 5 a 7 nucleos. Com base neste
resultados e na descri¢do de Ogoshi (1987), os isolados foram classificados com sendo de
Rhizoctonia solani.

Quadro 1: Resumo contendo a identificacdo dos isolados de Rhizoctonia spp., material
vegetativo de origem e numero de niicleos observados na célula micelial.

Identificacdo do isolado de Rhizoctonia Material vegetativo N° de nucleos observados *

de origem
RhB Alface 3
RhC Feijao 7
RhD Batata 3as
RhE Batata 7
RhF Batata 7
RhG Batata 5a7

* Observagodes realizadas em microscopio otico apos coloragdo de nucleos conforme Yamamoto & Uchida
(1982) e Bandoni (1979).

3.2 Teste Inicial de Patogenicidade de Rhizoctonia em Mudas de Tomateiro

Neste estudo, testou-se a patogenicidade dos isolados de Rhizoctonia solani ao
tomateiro visando estudos posteriores de controle biologico.

As mudas comecaram a emergir ao quinto dia apds a semeadura, e os primeiros
sintomas de tombamento, ou mela, observados aos nove dias. Ainda assim, esta caracteristica
visual ¢ também comum a doencas ocasionadas por outros patégenos de solo como Fusarium
spp., Phytophthora spp., € Pythium spp., ocasionando também tombamento na pré e pos-
emergéncia. Nos isolamentos e observacdes em microscopio a presenca de Rhizoctonia foi
confirmada em todas as amostras sintomaticas.

Sobre a porcentagem de emergéncia das mudas aos cinco e 14 dias apds o semeio
observou-se efeito de ambiente. Observou-se, ainda, efeito de isolado de Rhizoctonia e de
ambiente sobre a porcentagem de tombamento em pos-emergéncia das mudas, além de efeito
da interacdo isolado x ambiente. Neste ensaio, os isolados de Rhizoctonia nao interferiram na
porcentagem de emergéncia das mudas, apenas de tombamento.

O tratamento com cdmara umida afetou negativamente a emergéncia (Tabela 1), e no
tratamento sem cdmara umida, a emergéncia foi proxima a porcentagem de germinacdo da
semente utilizada, 50% (Tabela 1). No periodo que vai da semeadura até¢ a emergéncia da
plantula, os fatores ambientais mais importantes envolvidos sdo a temperatura, umidade e
aerac¢do ao redor da semente, considerados essenciais para o desempenho destas, exercendo
influéncia direta sobre a germinagdo (MARCOS FILHO, 2005). Na condicdo de ambiente
com camara umida, observou-se excesso de umidade acumulada no substrato e,
conseqlientemente, reducdo dos niveis de oxigénio, que associada as altas temperaturas
registradas no periodo de realiza¢do do ensaio, com minimas de 22° C e maximas de 40 °C,
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afetaram negativamente o processo de germinagdo das sementes. Para a germinacao de
sementes de tomate, a temperatura 6tima varia entre 16 e 29° C (GIORDANO & SILVA,
2000; MARCOS FILHO, 2005).

Tabela 1: Efeito do ambiente sobre a porcentagem de emergéncia de plantulas

de tomateiro cultivar Santa Clara Miss Brasil aos 5 e 14 dias ap6s semeadura

(DAS), em bandejas de aluminio, em casa-de-vegetagdo. Seropédica, 2007.
Emergéncia (%)

Ambiente 5 DAS 14 DAS
Com camara umida 446 b 2935 b
Sem camara umida 8,48 a 4337 a
CV (%) 55,10 31,01

Letras mintisculas iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Médias
provenientes de 56 repeticdes.

Para uma adequada avaliacdo do efeito dos isolados de Rhizoctonia, as condigdes nao
devem ser restritivas a germinacdo ¢ a emergéncia. Em sementes com baixo poder
germinativo, como as utilizadas neste ensaio, ocorre uma maior liberagdo de exsudados
(MARCOS FILHO, 2005) que podem favorecer o estabelecimento de patdogenos como
Rhizoctonia. A agdo deste fitopatdgeno também poderia ser medida pela porcentagem de
sementes mortas ou que ndo germinaram ou, de plantulas que ndo emergiram devido aos
efeitos do patdogeno na fase de pré-emergéncia (AGRIOS, 2005; SCHIPPERS & GAMS,
1979). Porém, no presente caso, nas condigdes de camara umida, a baixa porcentagem de
emergéncia deveram-se mais as condigdes do ambiente ao redor das sementes, associado a
sua baixa qualidade fisiologica do que a agao do patogeno.

O efeito da interagdo isolado de Rhizoctonia x ambiente sobre a ocorréncia de
tombamento pode ser melhor discriminado no tratamento sem camara Umida, onde
detectaram-se diferencas entre os isolados de Rhizoctonia, com destaque para o isolado RhB
que promoveu significativamente maior porcentagem de tombamento comparado aos demais
(Tabela 2). No ambiente com cadmara imida ndo ocorreu tombamento pds-emergéncia das
mudas em fun¢do da maior dispersdo espacial das mudas ocasionado pela baixa germinacao
das sementes, e provavel efeito negativo de alta umidade sobre o proprio patdgeno.

Tabela 2: Efeito dos isolados de Rhizoctonia e do ambiente sobre a porcentagem de
tombamento de mudas de tomateiro cultivar Santa Clara Miss Brasil até os 14 dias, em
bandejas de aluminio, em casa-de-vegetagdo. Seropédica, 2007.

Mudas tombadas (%)

Ambiente
Isolado de Rhizoctonia Com camara umida Sem camara imida
RhB 0,00 aB 8,83 aA
RhC 0,00 aA 0,43 bA
RhD 0,00 aA 1,56 bA
RhE 0,00 aA 1,29 bA
RhF 0,00 aA 0,25 bA
RhG 0,00 aA 0,37 bA
Testemunha 0,00 aA 0,00 bA
C.V% 38,10

Médias seguidas pela mesma letra, maitiscula na linha e mintiscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. Médias provenientes de 4 repetigdes.
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Pelos resultados observados, para as varidveis de emergéncia e tombamento, o
ambiente sem camara umida foi o mais adequado para condugdo do ensaio, sendo que o
isolado que ocasionou maior tombamento de mudas foi o isolado RhB, obtido de mudas de
alface.

3.3 Determinacdo da Concentracdo Minima de Indculo de Rhizoctonia sp. para
Inducéo de Tombamento em Mudas de Tomateiro

A determinacdo da concentra¢do de inoculo foi feita com base na avaliagdo da
emergéncia de plantulas aos cinco e 28 dias e na porcentagem de mudas com tombamento aos
28 dias.

Observou-se efeito significativo da concentragdo de inodculo de Rhizoctonia sobre a
porcentagem de emergéncia das plantulas aos cinco dias e de mudas tombadas aos 28 dias, ¢
nenhum efeito da concentragdo de indculo sobre a emergéncia final das mudas aos 28 dias
(Tabela 3).

Os resultados desta avaliagio indicam que a partir de 34,0 mg de micélio.L" de
substrato ocorrem interferéncias negativas sobre a emergéncia aos cinco dias e tombamento
de mudas até os 28 dias, com efeito mais acentuado a partir de 173,0 mg de micélio.L" de
substrato (Tabela 3).

Tabela 3: Efeito da concentracdo de indculo de isolado de Rhizoctonia RhB sobre a
porcentagem de emergéncia aos cinco dias, emergéncia final e tombamento de mudas de
tomateiro cultivar Santa Clara Miss Brasil aos 28 dias, em bandejas de polipropileno, em
casa-de-vegetacdo. Seropédica, 2007.

Concentracdo de Rhizoctonia Emergéncia (%) Tombamento (%)
e -1

(mg de micélio.L™ de substrato) 5 dias 73 dias 73 dias
347,0 0,81 b 82,6 a 12,0 a
173,0 0,06 b 87,5a 13,0 a
69,0 0,00 b 82,3 a 7,0 a
34,0 1,13 b 80,6 a 4,0 a

0,0 (Testemunha) 17,25 a 83,3 a 0,0 b
C.V.% 29,56 4,57 32,62

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Média de 4 repetigdes.

Ainda, observou-se como tendéncia o aumento da porcentagem de tombamento com o
aumento da concentragdo de in6culo do isolado RhB, com o ponto de maximo tombamento,
proximo a 15%, a 277,6 mg de micélio.L" de substrato, entre os valores de 173,0 e 347,0 mg
de micélio testados (Figura 1).

Ressalva seja feita que esta concentragdo de indculo foi determinada especificamente
para este isolado e em tomateiro. Sabe-se que a densidade adequada de indculo pode variar
muito em fun¢ao do isolado, da cultura em teste e das condi¢des de realizagao do ensaio.

19



8

2 147

g 127

<

& 10 ,

N y = -1.0564% + 7.6348x + 0.3465

Ep R’ =0.9982

= _

g5 0

a4

]

= 2]

<

E 0 T T T T ]
0 340 69,0 173,0 347,0

Concentragdo de indculo de Rhizoctonia (mg de
micélio.L™" de substrato)

Figura 1: Percentual de plantulas tombadas em relacdo a concentragdo de indculo de
Rhizoctonia RhB, em mg de micélio.L™' de substrato. Seropédica, 2006.

O aumento da densidade de inoculo de Rhizoctonia RhB influenciou
significativamente a incidéncia do tombamento. Este resultado coincide com os obtidos por
outras pesquisas com este agente patogénico, utilizando diferentes quantidades de inéculo e
culturas hospedeiras (ANDRADE et al., 2005; CASSIOLATO & MELO, 1994; NORONHA
et al., 1996; SANFUENTES et al., 2002). Andrade et al. (2005), utilizando arroz descascado
autoclavado como substrato veiculo de R. solani, adicionaram inoculo do patdégeno em solo
previamente esterilizado, nas densidades de 5, 10, 25, 50, 100, 150 ¢ 200 mg de substrato
colonizado/kg de solo, e observaram que, com o aumento da densidade de in6culo de R.
solani houve aumento significativo na severidade da rizoctoniose do meloeiro, e concluiram
que a densidade de 50 mg de substrato colonizado/kg de solo foi a mais adequada, permitindo
nivel de 58% de severidade da doenga. Noronha et al. (1995), em sementes de caupi,
trabalhando com quatro isolados de R. solani obtidos de feijao, caupi e algoddo, em
concentragdes de 50, 100, 200 e 300 mg de substrato colonizado/kg de solo, observaram
também que a intensidade da doenca aumentou proporcionalmente com o incremento das
concentragoes do inoculo do fitopatdgeno no solo, e utilizaram 50 mg de substrato
colonizado/kg de solo que apresentou em torno de 50% de intensidade de doenca. Noronha et
al. (1996) trabalhando com sementes de feijao semeadas em solo previamente infestado com
arroz descascado autoclavado colonizado com R. solani nas densidades de 50, 150 e 300
mg/kg de solo, obtiveram aumento da severidade da doenca proporcional ao incremento do
indculo de R. solani. Observa-se com os resultados obtidos por estes autores, que a escolha de
densidade foi baseado principalmente pela intensidade de ocorréncia da doenga, em torno de
50%. No presente ensaio, ocorreu maximo de 15% de tombamento de mudas.

Optou-se por utilizar a concentra¢io de 277,6 mg de micélio de Rhizoctonia.L™' de
substrato, por questdes de ordem pratica, considerando que o valor estd bem préoximo do
ponto 6timo de concentragdo para ocasionar tombamento.
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3.4 Avaliacdo Comparativa da Viruléncia de Isolados Rhizoctonia spp. ao Tomateiro

No primeiro ensaio, quando foram testadas duas cultivares de tomateiro, Santa Clara
Miss Brasil e Garrafinha Vermelho, observou-se efeito altamente significativo dos isolados de
Rhizoctonia sobre a emergéncia das plantulas no 4° dia apds semeadura, e efeito de interagao
cultivar x isolado de Rhizoctonia, do quinto aos oitavo dia apdés o semeio. Quanto ao
tombamento pds-emergéncia, observou-se efeito significativo de isolados de Rhizoctonia e de
cultivar até os 14 dias apos o semeio e auséncia de efeito de interagdo.

Como o semeio foi realizado logo ap6s a infestacdo do substrato com suspensdo de
micélio de Rhizoctonia, o processo de embebicdo das sementes iniciou-se logo apos o semeio
assim como o possivel contato do patdogeno com as sementes e a regido das espermosfera
devido a liberagao de exsudados (BAILEY & GILLIGAN, 1997; MARCOS FILHO, 2005).

Na avaliacdo de emergéncia, feita aos quatro dias apos semeadura, quando as
primeiras plantulas de tomateiro emergiram na superficie do substrato, pode-se observar
efeito benéfico de todos os isolados de Rhizoctonia sobre o processo de germinagdo das
sementes, € nenhum efeito de tombamento pré-emergéncia dos isolados (Tabela 4), indicando
que ndo houve efeito deletério dos isolados nesta fase inicial das plantulas, o que ndo permitiu
separagdo do isolado mais virulento por esta variavel.

Tabela 4: Efeito dos isolados de Rhizoctonia spp. sobre a
emergéncia aos quatro dias ap6s semeadura (DAS), em
cultivares de tomateiro Santa Clara Miss Brasil e Garrafinha
Vermelho, semeados em bandejas de aluminio, em casa-de-
vegetagdo. Seropédica, 2007.

Emergéncia (%)

Isolado de Rhizoctonia 4 DAS
RhB 293 a
RhC 2,55a
RhD 2,55a
RhE 2,34 a
RhF 1,70 ab
RhG 1,60 ab
Testemunha 0,12 b
C.V.(%) 27,74

Letras mintsculas iguais na mesma coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. Média de 8 repeticdes.

Nas avaliagoes realizadas aos cinco e seis dias apos semeadura, observou-se, em geral,
efeito positivo dos isolados de Rhizoctonia sobre o tempo de emergéncia das plantulas em
relagdo a testemunha, principalmente RhB, RhC, RhD e RhF nas duas cultivares (Tabela 5).
Este resultado deve-se, provavelmente, a liberacdo de enzimas pelo patéogeno durante o seu
desenvolvimento no substrato que podem ter favorecido o processo de embebicdo e,
consequentemente, acelerado o processo de germinagdo e emergéncia. Cassiolato e Souza
(2000) relatam que isolados de Rhizoctonia spp. podem liberar produtos da degradagdo da
pectina da parede celular das plantas e enzimas pectinoliticas, evento que poderia favorecer o
processo de germinagdo das sementes de tomate. MUSLIM et al. (2003) ao avaliar quatro
isolados hipovirulentos de Rhizoctonia binucleada em condi¢cdes de casa-de-vegetacao,
constaram que trés deles promoviam o crescimento da mudas de tomate por aumentar a massa
fresca de folhas e caule. O estimulo a germinagdo também pode ter sido ocasionado pela
adi¢ao da suspensdo de micélio no substrato, que foi feita junto com o meio de cultura
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utilizado para o crescimento do fungo no laboratorio, tendo cofatores como micronutrientes e
compostos organicos influenciando a emergéncia das plantulas.

O isolado de Rhizoctonia RhE dentro da cultivar Santa Clara foi, em geral, o que
apresentou os menores percentuais de emergéncia ao longo dos oito primeiros dias, menor
que o da propria testemunha (Tabela 5). O isolado RhG por sua vez, apresentou
comportamento semelhante ao RhE, porém, dentro da cultivar Garrafinha Vermelho,
indicando efeito de interag¢do entre os isolados e as cultivares.
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Tabela 5: Efeito dos isolados de Rhizoctonia spp. sobre a emergéncia aos 5, 6, 7 e 8
dias apos semeadura (DAS), em cultivares de tomate Santa Clara Miss Brasil e
Garrafinha Vermelho, semeados em bandejas de aluminio dentro de casa-de-

vegetagdo. Seropédica, 2007.

Isolado de Rhizoctonia

Emergéncia aos 5 DAS (%)

Santa Clara

Garrafinha Vermelho

RhB 80,82 aA 86,24 aA
RhC 71,31 abA 78,41 aA
RhD 70,84 abA 83,54 aA
RhE 52,50 abB 87,72 aA
RhF 71,07 abA 70,60 abA
RhG 56,00 abA 45,80 bA
Testemunha 40,31 bB 68,18 abA
Cultivar de tomate
Santa Clara 63,26 b
Garrafinha Vermelho 74,36 a
C.V.(%) 11,54
Emergéncia aos 6 DAS (%)
Isolado de Rhizoctonia Santa Clara Garrafinha Vermelho
RhB 93,25 abA 96,41 aA
RhC 92,39 abA 90,58 aA
RhD 97,40 aA 93,91 aA
RhE 74,50 bcB 95,78 aA
RhF 89,45 abcA 82,73 abA
RhG 78,50 abcA 68,57 bA
Testemunha 67,80 cB 88,75 abA
C.V.(%) 5,91

Isolado de Rhizoctonia

Emergéncia aos 7 DAS (%)

Santa Clara

Garrafinha Vermelho

RhB 96,01 aA 98,60 aA
RhC 96,79 aA 96,50 aA
RhD 98,82 aA 98,59 aA
RhE 82,00 aB 97,25 aA
RhF 96,60 aA 88,63 abA
RhG 87,50 aA 76,25 bB
Testemunha 86,52 aA 94,05 aA
C.V.(%) 4,74

Emergéncia aos 8 DAS (%)

Isolado de Rhizoctonia Santa Clara Garrafinha Vermelho

RhB 98,75 abA 99,50 aA

RhC 99,25 abA 100,00 aA

RhD 100,00 aA 100,00 aA

RhE 84,00 bB 97,75 aA

RhF 99,75 abA 91,00 abA

RhG 93,25 abA 79,00 bB
Testemunha 93,25 abA 95,25 aA
C.V.(%) 4,08

Letras maiusculas iguais na mesma linha e minusculas na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a

5%. Média de 4 repeticdes.
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Na avaliagdo para a incidéncia de tombamento nas mudas, realizada aos 14 dias apods o
semeio, observou-se efeito significativo de isolado de Rhizoctonia e de cultivar. Os isolados
RhB, RhE e RhC foram os que se mostraram mais virulentos, apresentando respectivamente
13,49%, 11,05% e 8,27% de mudas tombadas. Comparando as duas cultivares, observou-se
que Santa Clara foi mais suscetivel, tendo apresentado maior percentual de mudas tombadas
que ‘Garrafinha Vermelho’ (Tabela 6). Cassiolato e Melo (1994) avaliando diferentes
isolados de Rhizoctonia, obtidos de tomate, berinjela e pimentdo e cultivares comerciais de
tomate, constataram diferencgas quanto a agressividade dos isolados e nenhuma diferenga entre
as cultivares quanto a resisténcia. Observaram, porém, diferengas entre diferentes linhagens e
genotipos silvestres quanto a resisténcia ao patégeno, mas nenhuma interagdo significativa
entre isolado de Rhizoctonia e os genétipos de tomate testados. O gendtipo ‘Garrafinha
Vermelho’ utilizado no presente ensaio, ¢ uma variedade pouco trabalhada, cultivada por
produtores organicos, podendo posteriormente ser melhor avaliada quanto a sua resisténcia ao
patégeno. Andrade et al. (2005) testando dez isolados de Rhizoctonia solani obtidos de
diferentes patossistemas, observaram que todos foram capazes de causar doenga em meloeiro,
independente do hospedeiro de origem, demonstrando a grande flexibilidade deste patogeno,
ocasionando além disso, diferentes niveis de severidade.

Tabela 6: Efeito dos isolados de Rhizoctonia spp. sobre o
tombamento até os 14 dias, em cultivares de tomate Santa
Clara Miss Brasil e Garrafinha Vermelho, semeados em

bandejas de aluminio dentro de casa-de-vegetacao.
Seropédica, 2007.

Isolado de Rhizoctonia' ' Tombamento (%)
RhB 13,49 a
RhC 8,27 ab
RhD 0,83 ¢
RhE 11,05a
RhF 0,75 ¢
RhG 3,34 be
Testemunha 0,00 c¢

Cultivar de tomate ~
Santa Clara 7,71 a
Garrafinha Vermelho 307 b
C.V.(%) 34,67

Letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. |
Média de 8 repetigdes. > Média de 28 repeticdes.

No segundo ensaio, na avaliagdo da viruléncia dos isolados de Rhizoctonia, utilizou-se
o mesmo lote de sementes do teste de patogenicidade (item 2.2 deste capitulo), sementes da
cultivar Santa Clara Miss Brasil com baixo vigor e germinagdo, cerca de 50%, tendo sido
observado efeito significativo de tratamento, composto pelos isolados mais a testemunha,
sobre a porcentagem de emergéncia e de tombamento, avaliados aos 20 dias.

Maior porcentagem de emergéncia foi observado nos tratamentos testemunha e com os
isolados RhF, RhD e RhC, com 37,25, 37,12, e 36,00% de emergéncia, seguido de RhB, e
RhE, e menor porcentagem no tratamento RhG, com 18,50% de emergéncia de plantulas
(Tabela 7). Ou seja, o tratamento testemunha, sem a presenca de Rhizoctonia, apresentou
maior taxa de emergéncia, proxima ao potencial germinativo das sementes, porém sem diferir
significativamente dos tratamentos RhF, RhD e RhC, sugerindo que estes isolados ndo
causaram danos as sementes na fase de pré-emergéncia. O tratamento com isolado RhG foi o
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que apresentou o menor percentual de emergéncia, consequentemente, ocorreram maiores
danos as sementes na fase de pré-emergéncia (Tabela 7).

Tabela 7: Efeito dos isolados de Rhizoctonia spp. sobre a emergéncia e o tombamento
até os 20 dias ap6s semeadura de cultivar de tomate Santa Clara Miss Brasil em
bandejas de aluminio dentro de casa-de-vegetagdo. Seropédica, 2007.

Isolado de Rhizoctonia Emergéncia total (%) Tombamento total (%)
RhB 29,37 ab 21,00 ab

RhC 36,00 a 22,00 a

RhD 37,12 a 9,00 bc

RhE 34,50 ab 23,00 a

RhF 37,25a 0,00 ¢

RhG 18,50 b 7,00
Testemunha 43,12 a 0,00

C.V.(%) 11,36 21,63

Letras minusculas seguidas na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Média de 4 repeti¢des.

Quanto ao tombamento pds-emergéncia, maiores percentuais foram observados nos
tratamentos com os isolados RhB, RhC e RhE, que apresentaram 21,0, 22,0 e 23,0% de
tombamento de mudas, respectivamente, enquanto que os tratamentos com os isolados RhD,
RhF e RhG, apesar de terem causado tombamento ndo diferiram estatisticamente da
testemunha, que apresentou taxa igual a 0% (Tabela 7).

O isolado RhF, obtido de tubérculos de batata, ndo ocasionou tombamento nem alterou
significativamente o percentual de emergéncia em relacdo a testemunha, apresentando
comportamento semelhante ao do primeiro ensaio, indicando ser um isolado nao patogénico
ao tomate (Tabela 7).

Apesar dos isolados de Rhizoctonia terem sido preservados em tubos contendo meio
BDA inclinado imerso em 6leo, antes de cada ensaio, estes foram repicados e cultivados, e
utilizados para infestacdo no substrato, seguido da semeadura, e posteriormente reisolados das
mudas tombadas. E interessante observar que, ao longo dos ensaios, apds sucessivas
inoculagdes e reisolamentos a partir de mudas tombadas de tomateiro, houve um aumento
gradual no percentual de tombamento pré ou pos emergéncia.

Além disso deve-se considerar que no segundo ensaio, as sementes apresentavam
baixa qualidade fisiologica e os periodos de avaliagdo foram diferentes dos do primeiro
ensaio.

Pela sequencia de testes de patogenicidade efetuados com os isolados de Rhizoctonia
com sementes de tomateiro (Tabelas 2, 3, 4, 5 e 6), pode-se concluir que o isolado RhG tem
maior acao na fase de pré-emergéncia, os isolados RhB e RhE na fase de pos-emergéncia e
isolado RhF baixa patogenicidade sobre as sementes e plantulas de tomateiro. O isolado RhB
de Rhizoctonia foi o que apresentou resultados mais consistentes € constantes em relacao ao
tombamento pos-emergéncia, nos diferentes testes de patogenicidade e de viruléncia.
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4 CONCLUSOES

Ambiente caracterizado com solo com alta umidade, acima da capacidade de campo ¢
temperatura acima de 35° C ndo foram adequados para testes com Rhizoctonia em condigdes
de viveiro para sementes ¢ mudas de tomate.

O isolado de Rhizoctonia RhB, obtido a partir de alface, ocasionou porcentagem de
tombamento de plantulas e mudas de tomate, e resultados mais consistentes e constantes nos
diferentes testes de patogenicidade.

Entre as concentragdes testadas, aquela que resultou maiores taxas de tombamento,
ocasionando danos na fase de pos-emergéncia foi de 277,6 mg de micélio.L™' de substrato.
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CAPITULO 11

PAREAMENTO ENTRE CULTURAS DE ISOLADOS DE
Rhizoctonia solani e Trichoderma spp. in vitro



RESUMO

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Patologia de Sementes do Departamento de
Fitotecnia, do Instituto de Agronomia, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), com o objetivo de avaliar a agdao antagonista dos isolados de Trichoderma spp.,
previamente selecionados em condi¢des de casa-de-vegetagdo, sobre isolados de Rhizoctonia
spp. Os isolados de Rhizoctonia identificados como RhB, RhC, RhD, RhE, RhF e RhG, foram
submetidos a testes de pareamento de cultura in vitro com cinco isolados de Trichoderma
TENAI1, TENA7, TENA16, TENA31 e TENA33. Discos de culturas das bordas de colonias
em crescimento dos respectivos fungos foram colocados em placas de Petri contendo os meios
de cultura a serem testados. Utilizaram-se dois meios de cultura BDA (pH 6,0) e BDA é&cido
(pH 4,0) ajustado pela adi¢do de HCl 1M, culturas de Trichoderma com trés dias de
crescimento em BDA a 25 °C e de Rhizoctonia com trés dias em BDA a 25° C. Em cada placa
de Petri, foram colocados dois discos de micélio em posigdes opostas, um de isolado de
Rhizoctonia e outro de Trichoderma, a uma distincia de 70 mm um do outro ¢ 10 mm da
borda da placa. As placas foram incubadas em B.O.D. a temperatura de 25° C, em regime
escuro, por periodo de 8 dias. Observou-se efeito dos isolados de Trichoderme sp. sobre o
crescimento micelial de Rhizoctonia sp. assim como dos isolados de Rhizoctonia sobre os de
Trichoderma. Os isolados TENA7, TENA31 ¢ TENA33 de Trichoderma, em geral, reduziram
o crescimento micelial da maioria dos isolados de Rhizoctonia, tanto em meio acido quanto
em meio neutro. O pH do meio de cultura nao afetou o desempenho dos antagonistas testados.

Palavras-chave: antagonismo, controle bioldgico, fungos de solo.
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ABSTRACT

The work was conducted at the Seed Pathology Laboratory, Department of Plant Science,
Institute of Agronomy, Federal Rural University of Rio de Janeiro (UFRRJ). This study
aimed to evaluate the antagonistic action of Trichoderma spp., previously selected in
greenhouse conditions, on Rhizoctonia spp. Isolates identified as Rhizoctonia RhB, RHC,
RHD, RHE, RHF and RHG, were tested for pairing in vitro culture with five isolates of
Trichoderma sp. TENA1, TENA7, TENA16, TENA31 and TENA33. Drives crop the edges
of colonies growing from their molds were placed in Petri dishes containing culture media to
be tested. Were used two culture media PDA (pH 6.0) and PDA acid (pH 4.0) adjusted by
adding HCI 1M, cultures of Trichoderma and of Rhizoctonia with three days growth on PDA
at 25 ° C. In each Petri dish were placed on two discs of mycelium in opposing positions, an
isolate of Rhizoctonia and other Trichoderma, a distance of 70 mm apart and 10 mm from the
edge of the dish. The plates were incubated in B.O.D. a temperature of 25 © C, under dark for
a period of 8 days. Observed an effect of Trichoderma sp. on mycelial growth of Rhizoctonia
sp. as of Rhizoctonia on Trichoderma. The Trichoderma isolates TENA7, TENA31 and
TENAZ33, in general, reduced the mycelial growth of most isolates of Rhizoctonia, as in acidic
as in neutral culture. The pH of the culture did not affect the performance of the antagonists
tested.

Keywords: antagonism, biological control, soil fungi.
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1 INTRODUCAO

Testes de antagonismo in vitro sao ferramentas importantes no processo de selecao de
isolados de antagonistas pois fornecem informacgdes Uteis sobre a eficiéncia e a variabilidade
de isolados de agentes de controle bioldgico e a suscetibilidade de patdogenos aos respectivos
agentes em condi¢des controladas, minimizando o efeito de varidveis como temperatura,
umidade e luz, e a microflora do solo e suprimento com uma base alimentar uniforme (BELL
et al., 1982). Estes testes também facilitam a observagdo das interacdes antagonista-
fitopatdégeno, a nivel ultra-estrutural, com o auxilio da microscopia otica ou eletronica
(MARIANO, 1993).

Os principais mecanismos de agao que podem ser avaliados in vitro sdo: competicao
por nutrientes, antibiose, producdo de bacteriocinas e parasitismo. O biocontrole com uso de
cepas de Trichoderma spp., através de mecanismos diretos de acdo, resulta tanto da
competicdo, na qual a demanda por nutrientes ou espago excede o suprimento imediato
(LUCON, 2000; BENITEZ et al., 2004), como da habilidade de Trichoderma em produzir
e/ou resistir a metabdlitos que impedem germinacdo de esporos (fungistase), mata a célula
(antibiose) ou modifica a rizosfera, por exemplo, pela acidificagao do solo (BENITEZ et al.,
2004). O biocontrole pode também resultar de uma interagao direta entre o proprio patégeno e
o agente de biocontrole, mecanismo conhecido como micoparasitismo, no qual os nutrientes
do patogeno sdo utilizados pelo agente de biocontrole (LUCON, 2000), e que envolve contato
fisico, e sintese de enzimas hidroliticas, compostos toxicos e/ou antibiose atuando
sinergisticamente com as enzimas (BENITEZ et al., 2004).

A grande maioria dos trabalhos publicados até o momento, em controle biologico de
doengas de plantas, abrange uma sele¢ado inicial realizada em laboratorio, com fitopatdégeno e
antagonista em culturas puras, sem a presenca do hospedeiro (MARIANO, 1993). Os testes in
vitro podem ser avaliados por métodos qualitativos, geralmente realizados simultaneamente
ao isolamento dos antagonistas com a finalidade de abreviar o processo de selecdo, e
quantitativos, onde apo6s o isolamento de grande quantidade de microrganismos, estes sdao
testados por pareamento em meio de agar em placas (MARIANO, 1993). Dentre os métodos
quantitativos utilizados em estudos de antagonismo in vifro tem-se os métodos do dgar em
lamina, do meio liquido e de 4agar em placa, este ultimo incluindo os métodos da cultura
pareada, do papel celofane, da placa sobreposta, da camada dupla e do liquido metabolico
(MARIANO, 1993; ALFENAS et al., 2007). Estes métodos permitem avaliar a produgdo de
metabolitos volateis (MARTINS, 1988; MARIANO, 1993) e ndo volateis de potenciais
antagonistas, as respostas destes a diferentes pH e temperatura (LOBO JUNIOR & SOBRAL,
2000), ocorréncia de hiperparasitismo (LUCON, 2000; HOWELL, 2003), entre outros, sendo
cada método mais adequado a cada objetivo inicialmente proposto.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a agdo antagonista dos isolados de
Trichoderma spp. previamente selecionados em condigcdes de casa-de-vegetacdo sobre
isolados de Rhizoctonia spp.

32



2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Patologia de Sementes do Departamento
de Fitotecnia, Instituto de Agronomia, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRR)).

2.1 Pareamento Entre Culturas de Isolados de Trichoderma spp. e Rhizoctonia solani
in vitro

Seis isolados de Rhizoctonia, RhB (obtido de muda de alface), RhC (obtido de muda de
feijao), RhD, RhE, RhF ¢ RhG (obtidos de tubérculos de batata), foram submetidos a testes de
confrontacdo direta in vitro com cinco isolados pré-selecionados de Trichoderma sp. TENAI,
TENA7 (obtidos de raiz de tomateiro), TENA16 (de madeira de pinho), TENA31 e TENA33
(de sementes de tomate), conforme metodologia usual (GEYPENS, 1977; BELL et al., 1982;
MICHEREFF et al., 1993; MARTINS-CORDER & MELO, 1998; ETHUR et al., 2005).

Utilizaram-se dois meios de cultura BDA (pH 6,0) e BDA acido (pH 4,0) ajustado pela
adicdo de HCIl 1M, culturas de Trichoderma sp. e de Rhizoctonia com trés dias de
crescimento em BDA a 25 °C.

Para montagem dos testes, tomaram-se discos das bordas das coldnias dos respectivos
isolados, que foram colocados em placas de Petri contendo os meios de cultura a serem
testados. Em cada placa de Petri, foram colocados dois discos de micélio em posi¢des opostas
e a uma distancia de 70 mm um do outro e 10 mm da borda da placa, sendo sempre um de
isolado patogénico de Rhizoctonia e outro de um dos isolados dos antagonistas a serem
testados. As placas foram incubadas em B.O.D. a temperatura de 25° C, em regime escuro,
por periodo de oito dias.

As medi¢des de acompanhamento foram feitas aos 1, 2, 3, 4 e 8 dias apds a montagem
do teste medindo-se o raio das colonias com paquimetro manual digital e os dados expressos
em mm. As medi¢des foram feitas a partir do centro do disco de micélio original de
Trichoderma ou de Rhizoctonia, em dire¢do ao centro da placa, até o momento da jungdo das
duas coldnias, obtidos aos 4° e 8° dias (Figura 2).

Os valores de raio de crescimento no 8° dia foram submetidos aos critérios propostos
por Bell ef al. (1982) conforme a seguinte escala de notas: 1(antagonista cresce por toda a
placa de Petri), 2 (antagonista cresce sobre 2/3 da placa), 3 (antagonista e patdogeno crescem
até metade da placa), 4 (patdgeno cresce sobre 2/3 da placa) e 5 (patdogeno cresce por toda a
placa de Petri).

Adotou-se o delineamento de blocos ao acaso em esquema fatorial 5 x 6 x 2, com
quatro repeti¢des. Os dados foram transformados em (x+1)"?e submetidas ao teste de Tukey a
5%.

Os valores, em percentuais de crescimento dos respectivos pareamentos em placas
obtidos no 8° dia, foram representados graficamente.
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Figura 2: Pareamento de isolado de Trichoderma TENA33 (disco de micélio situado na
por¢do direita) com Rhizoctonia RhB (disco de micélio situado na por¢do esquerda), no 8°
dia. As marcagdes acompanham o raio de crescimento dos isolados aos 1, 2, 3 e 4 dias apos
incubacgao, quando entdo os micélios se encontraram. Seropédica, 2009.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Pareamento Entre Culturas de lIsolados de Trichoderma spp. e Rhizoctonia solani
in vitro

Na avaliagdo aos quatro e oito dias do crescimento das colonias dos fungos, observou-se
efeito significativo de isolado de Trichoderma, de interacdes Trichoderma x Rhizoctonia,
Rhizoctonia x meio de cultura e de interagdo tripla Trichoderma x Rhizoctonia x meio de
cultura. Aos oito dias observou-se, adicionalmente, efeito simples de isolado de Rhizoctonia
sobre o crescimento dos isolados de Trichoderma e de interacdo Trichoderma x meio de
cultura.

Aos quatro dias, tanto no meio BDA como no BDA Acido, observou-se em geral
maior crescimento dos isolados TENA7, TENA31 ¢ TENA33 que os isolados TENAI e
TENA16, quando pareados com a maioria dos isolados de Rhizoctonia (Tabela 8). Este
resultado foi mantido na avaliacao aos oito dias para a maioria dos pareamentos (Tabela 10).
Geypens (1982) observou em experimento in vitro com Trichoderma e Rhizoctonia, que o pH
do meio, a principio, ndo influenciou o grau de inibicao de 7. longibrachiatum, mas T.
koningii foi fortemente influenciado, apresentando maior atividade de antagonismo a um pH
préximo de 5,2. Observou, ainda, que em meio mais rico (BDA + extrato de levedura) o efeito
do pH nao foi percebido até os niveis de 7,6 com quase 100% de inibi¢do do crescimento de
Rhizoctonia solani, e uma drastica diminui¢ao na atividade antagonista a pH 8,8.

Tabela 8: Raio de crescimento (mm.disco™) de colonia de isolados de Trichoderma spp.,
pareados com isolados de Rhizoctonia, avaliado aos quatro dias apds a montagem do teste em
placas de Petri contendo meio BDA e BDA Acido. Seropédica, 2008.

Raio de crescimento da colonia de Trichoderma (mm.disco™) 4° DIA

Isolado de Rhizoctonia

Meio BDA
Trichoderma RhB RhC RhD RhE RhF RhG
TENALI 9,75bAB 0,00 cB 9,25 ¢cAB 19,25 bAB 9,75 bAB 23,25 bA*
TENA7 57,50 aA 67,75 aA 63,25 aA 54,75 aA 69,00 aA 60,50 aA
TENAL16 9,75 bA 14,50 bcA* 21,25bcA* 13,25bA 13,25 bA 25,25 abA
TENA31 47,25 aA 49,50 aA 41,50 abA 44,75 aA 48,50 aA 39,25 abA
TENA33 52,75 aA 34,75 abA 45,75 abA 7,75 bB 52,00 aA* 46,00 abA
Meio BDA Acido

TENAL 18,50 bAB 25,50 aA* 12,75 bcAB 22,50 bcA 0,00 dB 8,75 bAB
TENA7 62,00 aA 62,25 aA 58,00 aA 62,00 aA 61,00 aA 45,00 aA
TENAI16 15,25 bAB 1,75 bAB 0,00 cB 4,25 cAB 16,75 bcA 9,75 bAB

TENA31 37,55 abA 35,75 aA 38,50 aA 48,50 abA 39,25 abA 38,25 aA
TENA33 51,50 aA 55,50 aA* 33,00 abAB 38,75 abAB* 11,25 cdB 54,25 aA

C.V. (%) 28,66

Letras maiusculas iguais na mesma linha e mintsculas na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.*As
médias diferiram estatisticamente em relagdo ao meio de cultura. Média de 4 repetigdes.

Quando se analisa o crescimento das col6nias de Rhizoctonia, observa-se também
efeito simples e significativo dos isolados de Trichoderma, dos proprios isolados de
Rhizoctonia e do meio de cultura bem como efeito de interagdo isolado de Rhizoctonia x meio
de cultura aos quatro (Tabela 9) e oito dias (Tabela 10), e de interacdo isolado de
Trichoderma e de Rhizoctonia aos oito dias da montagem do teste (Tabelas 11 e 12).
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Tabela 9: Raio de crescimento (mm.disco™) de coldnias de isolados de Rhizoctonia
spp., pareados com isolados de Trichoderma spp., avaliado aos quatro dias apds
disposi¢ao de disco de micélio em placas de Petri contendo meio de cultura BDA e
BDA Acido. Seropédica, 2008.

N N N ; N N |
Raio de crescimento da coldnia de Rhizoctonia (mm.disco )

Isolado de Trichoderma

4° DIA
TENAI1 9,27 b
TENA7 6,31 b
TENA16 18,20 a
TENA31 9,08 b
TENA33 11,85 ab

. . Meio de cultura

Isolado de Rhizoctonia BDA BDAA
RhB 19,05 abA 11,00 aA
RhC 7,35 cA 6,25 abA
RhD 16,30 abcA 12,90 aA
RhE 23,50 aA 5,50 abB
RhF 8,65 bcA 6,25 abA
RhG 14,00 abcA 0,60 bB
C.V. (%)

Letras maiusculas iguais na mesma linha e mintsculas na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a

5%. Média de 48 repetigodes.

No 4° dia, embora se tenha observado diferencas no crescimento das colonias de
Rhizoctonia em fungdo dos isolados de Trichoderma, esta avaliagdo foi comprometida pela
alta variabilidade observada no crescimento da coldnia de Rhizoctonia. Nestas condi¢des o
maior crescimento dos isolados de Rhizoctonia ocorreu quando pareados com o isolado
TENA16 (Tabela 9). Da mesma forma, embora tenham sido observadas diferengas
significativas, a avaliagdo para o efeito da interacdo entre meio de cultura e isolado de
Rhizoctonia também foi comprometido pela alta variabilidade (Tabela 9).

Tabela 10: Raio de crescimento (mm.disco™) de colonia de isolados de Rhizoctonia spp.,
em pareamento com isolados de Trichoderma spp., avaliado aos oito dias ap6s disposigdo
de discos de micélio em placas de Petri contendo meio de cultura BDA ¢ BDA Acido.

Seropédica, 2008.

Raio de crescimento da colonia de Rhizoctonia (mm.disco™)

8° DIA
Isolado de Rhizoctonia Meio de cultura
BDA BDAA
RhB 29,90 ab 14,25 ab
RhC 13,35 ¢ 8,80 ab
RhD 17,70 abc 2345a
RhE 36,15a 10,40 ab
RhF 11,55 ¢ 8,95 ab
RhG 17,25 be 4,60 b
C.V. (%) 65,96

Letras maitsculas iguais na mesma linha e minusculas na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Meédia de 20 repetigdes.

Este resultado, provavelmente, deve-se a grande variabilidade observada nos géneros
de Trichoderma e Rhizoctonia quando cultivados em meio de cultura, pois por se tratarem de
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espécies diferentes, apresentam diferentes respostas de crescimento (ANDRADE et al., 2005;
BELL et al., 1982; GEYPENS, 1977), ¢ afetaram o crescimento um do outro. Isolados de
Trichoderma sdo conhecidos por produzirem metabolitos volateis e ndo volateis, como
acetaldeido e etanol sob influéncia de fatores nutricionais (GEYPENS, 1977), como pirona
(CLAYDON et al., 1987), entre outros antibioticos (HOWELL, 1982; PAPAVIZAS, 1985),
que por sua vez sdo relatados como tendo acdo inibidora e antagonista sobre diversos
microrganismos (MELO, 1991).

Aos oito dias, pode-se observar, em geral, menor crescimento das colonias dos
isolados de Rhizoctonia quando pareados com os isolados de Trichoderma que apresentaram
maior taxa de crescimento (Figura 3, Tabela 11 e Tabela 12 e Figura 4). O crescimento do
isolado de Rhizoctonia foi afetado por um ou mais isolados de Trichoderma, indicando que
isolados de Trichoderma podem ser efetivos contra isolado de espécie patogénica, nestas
condi¢des. Resultados semelhantes, principalmente com Rhizoctonia, foram obtidos por Bell
et al. (1982) com teste de pareamento in vitro de diversos isolados de Trichoderma com
fitopatogenos Rhizoctonia solani (AGl, 2, 3 e 4), Sclerotium rolfsii, Ceratobasidium,
Phytophthora e Pythium.

TENA16 W TENA33

Figura 3 : Pareamento de isolados de Trichoderma (disco de micélio situado na porgdo
superior) TENA7, TENA16 e TENA33, com Rhizoctonia RhB (disco de micélio situado na
por¢do inferior), no 8° dia, demonstrando diferentes respostas de crescimento. Seropédica,
2009.

Tabela 11: Raio de crescimento (mm.disco™) de coldnia de isolados de Rhizoctonia spp., pareados
com isolados de Trichoderma spp., avaliado aos oito dias apds disposi¢cdo de discos de micélio em

placas de Petri contendo meio de cultura BDA e BDA Acido. Seropédica, 2008.

Raio de crescimento da colonia de Rhizoctonia (mm.disco) 8° DIA

Isolado de Rhizoctonia

Tratamento RhB RhC RhD RhE RhF RhG
TENAL1 34,50 aA 1,37 aB 17,25 bAB 15,25 bAB 2,50 bB 28,25 aA
TENA7 8,25 bA 3,25 aA 10,12 bA 10,37 bA 3,25 abA 2,62 bA

TENAIG6 30,87 abA 21,75 aA 47,25 aA 33,62 abA 25,87 aA 20,87 abA
TENA31 22,37 abA 13,00 aAB 8,87 bAB 13,87 abAB 10,00 abAB 0,00 bB
TENA33 14,37 abAB 16,00 aAB 19,37 abAB 43,25 aA 9,65 abB 2,87 bB

C.V. (%) 65,96

Letras maitsculas seguidas na mesma linha e letras mintisculas seguidas na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a

5%. Média de 4 repetigdes.

37



Tabela 12: Raio de crescimento (mm.disco™) de coldnia de isolados de Trichoderma spp.,
pareados com isolados de Rhizoctonia spp., avaliados aos oito dias apos a montagem do teste em
placas de Petri contendo meio BDA e BDA Acido. Seropédica, 2008.

Raio de crescimento da colonia de Trichoderma (mm) 8° DIA

Isolado de Rhizoctonia

Meio BDA

Trichoderma RhB RhC RhD RhE RhF RhG
TENAI1 9,75 bA 0,00 cA 9,25 cA 29,00 abcA 12,75 bA 24,25 bA
TENA7 57,50 aA 68,75 aA 69,00 aA 64,00 aA 71,00 aA 71,00 aA
TENA16 9,75 bA 31,50 bcA 29,75 bcA 14,25 bcA 42,75 abA 42,00 abA
TENA31 51,25 aA 66,00 abA 57,50 abA 48,50 abA 59,50 aA 71,00 aA
TENA33 59,25 aA 46,75 abA 47,50 abA 8,00 cB 65,75 aA* 65,50 aA

Meio BDA Acido
TENAI1 47,50 aAB* 68,50 aA* 25,50 bBC 46,50 abAB 0,00 cC 17,75 b BC
TENA7 67,50 aA 68,50 aA 62,25 aA 71,00 aA 64,25 aA 71,00 aA
TENA16 39,50 aAB* 20,00 bAB 7,25 bB 19,00 bAB 41,25 abAB 49,00 abA
TENA31 47,00 aA 49,00 abA 67,75 aA 65,50 aA 63,00 aA 71,00 aA
TENA33 55,50 aA 62,50 aA 38,50 abAB 44,75 abAB* 11,25 bcB 71,00 aA
C.V. (%) 32,01

Letras maitisculas iguais na mesma linha e minusculas na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. *As
médias diferiram estatisticamente em relagdo ao meio de cultura. Média de 4 repetigdes.

Bell et al. (1982) trabalhando com Rhizoctonia solani, observou que diferencas na

suscetibilidade ao antagonismo ocorreram entre grupos de anastomose, e, entre isolados
dentro de um grupo de anastomose, de forma que no antagonismo classe 1, ndo houve
nenhum crescimento de Rhizoctonia sobre o meio seletivo dentro de quatro dias e no
antagonismo classe maior que 3, houve crescimento de todos os isolados de R. solani sobre o
meio seletivo a partir de 2 dias. Com a utilizacdo de escala de notas neste ensaio de
confrontacdo direta (Tabela 13), observa-se que os isolados TENA7, TENA31 e TENA33 de
Trichoderma apresentaram certa constancia de comportamento nas condi¢des avaliadas,
independente do pH do meio de cultura utilizado e dos isolados de Rhizoctonia a que foram
submetidos no pareamento.

Neste trabalho, ¢ possivel concluir que os isolados de Trichoderma como TENA7,
TENA16 ¢ TENA33, que alcangaram escore menor que 1,5 e muito proximo a 1 sdo
possivelmente bons antagonistas a Rhizoctonia solani (Tabela 13).
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Figura 4: Reagdes de antagonismo in vitro de cinco isolados de Trichoderma spp. com seis
isolados de Rhizoctonia solani, apresentando médias percentuais de raio de crescimento
(mm.disco™) dos respectivos isolados, medido aos 8 dias, em placas de Petri. Seropédica,
2009.
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Tabela 13: Teste de antagonismo in vitro pelo método de confrontagdo direta para efeito de meios de cultura BDA e BDA 4cido, sobre o raio de
crescimento das colonias dos isolados de Trichoderma e de Rhizoctonia , avaliado por meio de escalas de notas de 1 a 5, aos oito dias apos o
pareamento dos discos fingicos em placas de Petri. Seropédica, 2009.*

Meio de cultura BDA
Isolado de Rhizoctonia

Isolado de RhB RhC RhD RhE RhF RhG

Trichoderma 1 11 IO IV I 11 I IV 1 1O I v 1T I M v 1 1O 1 1mv 1 nm u I Total Média
TENA1 55 3 5 - - - - 3 - - - -1 5 2 2 - - - 5 3 3 4 46,0 1,9
TENA7 21 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 26,0 1,1
TENA1l6 5 3 5 - 54 1 4 2 4 4 4 5 4 4 5 1 1 5 3 3 4 3 1 80,0 3,3
TENA31 1 2 3 1 1 1 1 1 1 1 3 2 2 3 1 2 1 2 1 2 1 1 1 1 36,0 1,5
TENA33 1 3 1 1 121 5 3 2 2 1 5 5 3 5 1 2 1 1 1 1 1 2 51,0 2,1

1,98
Meio de cultura BDAA
Isolado de Rhizoctonia

Isolado de RhB RhC RhD RhE RhF RhG

Trichoderma I T m v iI1imumiIivi o m v I o0 m vIiI oI m v 1 m ua 1 Total Média
TENAL1 1 4 1 2 1 1 1 1 1 - 5 3 1 2 1 - - - - - 4 - - 1 30,0 1,2
TENA7 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 25,0 1,0
TENA1l6 32 3 1 - 3 2 - 5 5 4 5 2 3 - - 3 3 2 2 1 1 1 5 56,0 2,3
TENA31 1 2 2 2 23 2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 32,0 1,3
TENA33 1 2 1 1 1 1 1 1 2 1 3 - 1 2 5 1 2 - - - 1 1 1 1 30,0 1,2

1,40

014

*= 1(antagonista cresce por toda a placa de Petri), 2 (antagonista cresce sobre 2/3 da placa), 3 (antagonista e patogeno crescem até metade da placa), 4
(patogeno cresce sobre 2/3 da placa) e 5 (patdgeno cresce por toda a placa de Petri), - (ndo houve crescimento de nenhuma cultura).



4 CONCLUSOES

Isolados diferentes de Trichoderma e de Rhizoctonia variam quanto ao efeito sobre o
crescimento um do outro.

Os isolados TENA7, TENA31 e TENA33, em geral, reduziram o crescimento da
maioria dos isolados de Rhizoctonia, tanto em meio acido quanto em meio neutro.

O pH do meio de cultura ndo afetou o desempenho dos antagonistas testados.
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CAPITULO I1I

EFEITO DA APLICACAO DE Trichoderma spp. EM SEMENTES SOBRE
A QUALIDADE DE MUDAS DE TOMATE (Lycopersicon esculentum
Mill.) E PROTECAO CONTRA Rhizoctonia solani.



RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos avaliar o efeito da aplicagdo Trichoderma spp. na
emergéncia, protecdo de sementes e plantulas de tomate contra o ataque de Rhizoctonia solani
e qualidade das mudas. Dois experimentos foram realizados em condi¢des de casa-de-
vegetacdo. No primeiro aplicou-se o indculo de cinco isolados de Trichoderma spp. por meio
da imersao das sementes das cultivares Santa Clara e Garrafinha Vermelho em suspensao
contendo 5x10° conidios.mL™". No segundo ensaio, aplicou-se o inoculo de trés isolados de
Trichoderma spp., & concentracdo de 2 x 10° conidios.mL™, em sementes das cultivares Santa
Clara Miss Brasil e Perinha Agua Branca. Como testemunhas foram utilizadas sementes
imersas apenas em agua + tween pelo mesmo periodo, sementes tratadas com captan (0,3%) e
sementes sem nenhum tratamento. Logo em seguida as sementes foram distribuidas no
substrato comercial proprio para produg¢do de mudas de hortaligas, previamente infestado ou
ndo com isolado RhB de Rhizoctonia sp.. Foi utilizado o delineamento de blocos ao acaso
com quatro repeticdes, em esquema fatorial 7 x 2 x 2, tendo como varidveis tratamento das
sementes, cultivares e infestagdo ou ndo do substrato com Rhizoctonia sp. A semeadura foi
feita em bandejas de polipropileno preto de 200 células, onde cada parcela correspondeu a
metade de uma bandeja e em cada célula foram semeadas duas sementes de um mesma
cultivar, totalizando 200 sementes.parcela™. Foram avaliados a porcentagem de emergéncia a
partir do 4° dia apds semeadura, o percentual final de tombamento das mudas, contabilizadas
e somadas até o 24° dia, o comprimento de raizes, a altura das mudas e a area radicular ao
longo de trés semanas. As sementes tratadas com os isolados TENA7 e TENAI6 de
Trichoderma spp. apresentaram maior velocidade de emergéncia das plantulas porém nao
afetaram a porcentagem final de emergéncia, enquanto as sementes tratadas com captan
apresentaram menor porcentual de emergéncia. Nao houve efeito dos tratamentos sobre o
tombamento pds emergéncia. O efeito dos tratamentos foi melhor detectado no periodo entre
10 e 14 dias apos semeadura. A éarea radicular ndo variou em fungdo dos tratamentos.

Palavras-chave: prote¢dao de sementes, fungos de solo, controle bioldgico.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of Trichoderma spp. on the emergence, protection of
seeds and seedlings of tomato against the attachment of Rhizoctonia solani and quality of
seedlings. Two experiments were carried out in a greenhouse. At first we applied the
inoculum of five isolates of Trichoderma spp. by immersion of ‘Santa Clara Miss Brasil’ and
‘Garrafinha Vermelho’seeds in water suspension containing 5x10° conidia.mL™. In the
second test, the inoculum of three isolates of Trichoderma spp., at the concentration of 2 x 10°
conidia.mL™ was applied on ‘Santa Clara Miss Brasil’and ‘Perinha Agua Branca’seeds. As
witnesses were used seeds immersed in water + tween the same period, seeds treated with
captan (0.3%) and seeds without any treatment. Soon the seeds were distributed on the
substrate suitable for commercial production of vegetable seedlings, previously infested or not
with isolated RhB Rhizoctonia sp .. The experimental design consisted of randomized blocks
with four replications in a factorial 2 x 2 x 7, with the variables seed treatment, cultivar and
infestation or not the substrate with Rhizoctonia sp. The sowing was done in polypropylene
black 200 cells, where each plot corresponded to half a tray, and in each cell two seeds were
sown of a cultivar, totaling 200 sementes.parcela™. We evaluated the percentage of emergence
from the 4th day after sowing and the final percentage of seedling damping-off, counted and
summed up until 24 days, root length, seedling height and root area over three weeks. The
seeds treated with Trichoderma isolates TENA7 and TENA16 had a higher rate of seedling
emergence but did not affect the final germination percentage, whereas the seeds treated with
captan showed lower percentage of emergency. There was no treatment effect on post-
emergence damping off. The effect of treatment was better detected in the period between 10
and 14 days after sowing. The root area did not vary with the treatments.

Keywords: protection of seeds, soil fungi, biological control.
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1 INTRODUCAO

O tomateiro estd sujeito a uma série de doengas, causadas por patogenos de solo, que
podem causar desde morte da semente e tombamento, a podridao de raizes, de colo, além
daqueles que causam as murchas vasculares. Rhizoctonia solani ¢ um fungo imperfeito,
basidiomicota, habitante do solo, causador de prejuizos em varios hospedeiros,
desenvolvendo-se dentro ou sobre a superficie do solo (AGRIOS, 2005). O tombamento,
também conhecido como damping-off, ¢ provavelmente a doenga mais comum causada por
Rhizoctonia em plantas, podendo ocorrer em fase de pré-emergéncia com a morte das
sementes antes da emergéncia, ou, na fase de plantulas logo apos sua emergéncia do solo,
colonizando nao somente as raizes como também o caule (AGRIOS, 2005).

A verificacdo da producdo de esporos por Rhizoctonia na natureza ¢ muito rara,
porém, em sua fase teleomorfica, pode produzir esporos sexuais sob condicdes especiais de
laboratério, sendo denominado como Thanatephorus cucumeris (AGRIOS, 2005).

Entre as medidas de controle mais importantes estdo adequada irrigagdo, rotacao de
culturas, uso de sementes com atestado fitossanitario, solariza¢do do solo, tratamento das
sementes com fungicidas (KIMATI et al., 1997) e controle biologico, que ¢ uma estratégia
promissora para a agricultura organica, onde ¢ proibido o uso de agrotoxicos. O tratamento de
sementes com fungos antagonistas, pode ser associado ou ndo a praticas como a solarizagao
do solo (BOURBOS & SKOUDRIDAKS, 1996; IOANNOU, 2000; RICCI et al., 2000).

Para tornar o uso dos agentes de controle biolégico mais efetivo para o controle de
doencas de plantas, ¢ preciso entender como os agentes atuam e quais sdo as suas limitagcdes
(HOWELL, 2003). Estes mecanismos sao variados e complexos, e o efeito final, resultante de
diferentes mecanismos (HOWELL, 2003). A complexidade das interagdes planta-
microrganismos e as poucas informagdes existentes t€ém dificultado o desenvolvimento de
métodos de biocontrole por dois motivos principais: poucos resultados praticos com
biocontrole e a escassez de informagdes do sistema como um todo (HANDELSMAN &
STABB, 1996).

Microrganismos que sdo antagonistas a fungos fitopatogénicos tém sido usados para
controle de doengas, e 90% de tais aplicacdes ¢ realizado com diferentes cepas do fungo
Trichoderma (BENITEZ et al., 2004). A maioria das cepas de Trichoderma ¢ classificada
como fungos imperfeitos uma vez que ndo tém sido associados a nenhum estdgio sexual
conhecido (KUBICEK & HARMAN, 1998; HOWELL, 2003; BENITEZ et al, 2004;
HARMAN, 2004). Espécies de Hypocrea e géneros altamente relacionados dentro de
Hypocreales t€ém anamorfos como Trichoderma. Pesquisas tem relacionado um grande
numero de teleomorfos de Hypocrea a anamorfos de Trichoderma (KUBICEK & HARMAN,
1998), cuja seqiiéncia de transcricdo interna de DNA ribossomal (“internal transcribed
spacer”) tem revelada esta proximidade taxonomica (HERMOSA et al., 2000).

O relativo sucesso do uso de Trichoderma spp. como agente de controle bioldgico
pode ser atribuido a capacidade metabodlica de diversas espécies deste género e a sua natureza
agressivamente competitiva (KUBICEK & HARMAN, 1998). O comportamento de
Trichoderma spp. pode ser variavel em funcdo das condi¢cdes do ambiente e do fitopatdogeno
testado, influenciados por competéncia de crescimento na rizosfera e competi¢do por espaco
ou por nutrientes (HOWELL, 2003).

Espécies do género Trichoderma sdao de ocorréncia generalizada, facilmente isoladas
de solo, madeira em decomposicio e outras formas de matéria organica vegetal
(PAPAVIZAS, 1985; HOWELL, 2003; HARMAN, 2004), sendo freqiientemente
componentes dominantes da microflora do solo em grande variedade de habitats (KUBICEK
& HARMAN, 1998). Caracteristicamente eles sdo cosmopolitas e saprofitas, podendo, porém,
ser também micoparasitas (KUBICEK & HARMAN, 1998). Por serem saprofitas,
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Trichoderma spp. sdo habeis em crescer sobre uma variedade de hidratos de carbono
complexos e substratos nitrogenados, tendo uma marcante habilidade biossintética, ilustrado
pela capacidade da maioria das espécies em crescer em meios simples (KUBICEK &
HARMAN, 1998).

As interagdes competitivas entre Trichoderma e outros microrganismos sao
complexas. O biocontrole com uso de cepas de Trichoderma spp. resulta tanto da competigao,
na qual a demanda por nutrientes ou espago excede o suprimento imediato (LUCON, 2000;
BENITEZ et al., 2004), como da habilidade de Trichoderma em produzir e/ou resistir a
metabolitos que impedem germinacdo de esporos (fungistase), mata a célula (antibiose) ou
modifica a rizosfera, por exemplo, pela acidificagdo do solo, restringindo o crescimento dos
patogenos (BENITEZ et al., 2004). O biocontrole pode também resultar de uma interagao
direta entre o proprio patdgeno e o agente de biocontrole, mecanismo conhecido como
micoparasitismo, no qual os nutrientes do patdégeno sao utilizados pelo agente de biocontrole
(LUCON, 2000). Este mecanismo envolve contato fisico, sintese de enzimas hidroliticas, com
compostos toxicos e/ou antibiose atuando sinergisticamente com as enzimas (LORITO et al.,
1993; BENITEZ et al., 2004). As enzimas envolvidas nestes processos sdo de consideravel
importancia comercial, existindo variacdo na habilidade de varios Trichoderma spp. do solo
em degradar diferentes materiais vegetais (KUBICEK & HARMAN, 1998).

Existem muitos relatos de a¢do de Trichoderma sobre fitopatogenos, principalmente
micoparasitismo e/ou antibiose, porém resultados praticos de biocontrole sdo menos
freqlientes devido a variagdes nas respostas e a interferéncia de varios fatores (HOWELL,
2003). Em adicao a habilidade de 7richoderma em atacar ou inibir o crescimento de
fitopatogenos diretamente, alguns trabalhos indicam que eles também podem induzir
resisténcia sist€émica e localizada (YEDIDIA et al., 1999; HARMAN, 2004). Neste caso, 0s
agentes de biocontrole estimulariam os mecanismos de auto-defesa do vegetal (YEDIDIA et
al., 2001; BENITEZ et al., 2004), com respostas a presenca do antagonista resultando em
mecanismos de resisténcia induzida a patdégenos (LUCON, 2000; HARMAN, 2004).
Trichoderma spp. como agentes de controle bioldégico podem ainda exercer efeitos positivos
indiretos com o aumento do crescimento da planta (KLEIFELD & CHET, 1992; YEDIDIA,
2001).

O tratamento bioldgico pode ser feito através da inoculagdo direta nas sementes ou
através da adicdo ao substrato utilizado na produgdo de mudas, com a vantagem de uma agao
residual de prote¢do mais prolongada que os tratamentos quimico e térmico, principalmente se
0 microrganismo protetor encontrar condi¢des favordveis ao seu desenvolvimento e
estabelecimento no solo (MACHADO, 2000).

Muitos estudos tém sido realizados demonstrando efetividade de Trichoderma spp. no
controle de tombamento, ndo s6 em tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) com também
em outras culturas como pimentdo, pepino, cenoura, trigo, milho e vérias outras. Trabalhos
também demonstram efeitos de Trichoderma spp. na qualidade das mudas, principalmente no
aumento da massa fresca, massa seca, comprimento de raizes e parte aérea (WINDHAM &
ELAD, 1986; INBAR et al., 1994; ALTOMARE et al., 1999; YEDIDIA et al., 1999, 2001).

O presente trabalho teve como objetivos avaliar o efeito da aplicagdo Trichoderma
spp. sobre (i) a emergéncia, (ii) a prote¢do das sementes e plantulas contra o ataque de
Rhizoctonia sp. e (iii) o desenvolvimento e qualidade das mudas formadas.
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2 MATERIAIS E METODOS

Foram realizados dois experimentos em condi¢des de casa-de-vegetacdo no setor de
Horticultura do Departamento de Fitotecnia da UFRRJ nos periodos de outubro de 2007 a
janeiro de 2008 e de agosto a novembro de 2008. O substrato comercial proprio para
hortalicas Plantmax® utilizado nos experimentos foi submetido a andlise quimica no
Laboratorio de Fertilidade do Departamento de Solos do Instituto de Agronomia da UFRRJ.

2.1 Ensaio de Controle Bioldgico I

No primeiro ensaio, utilizaram-se os isolados TENA7, TENA16, TENA31 e TENA33
de Trichoderma sp., previamente selecionados e conservados no Laboratério de
Epidemiologia e Patologia de Sementes do Instituto de Agronomia (SUDO-MARTELLETO,
2005). O material vegetal constituiu de sementes das cultivares Santa Clara Miss Brasil e
Garrafinha Vermelho, obtidas de sistema de Produ¢dao de Semente Organica da PESAGRO-
RIO. O patdgeno utilizado foi o isolado RhB de Rhizoctonia solani, obtido de alface.

A aplicagdo dos tratamentos com os isolados de Trichoderma sp. foi feita pela imersao
das sementes, por 10 min, em suspensio contendo 5x10° conidios.mL™ em 4gua contendo
uma gota de tween 80% por L. A concentra¢do de indculo dos respectivos isolados a serem
testados foi ajustada com auxilio de hemacitometro. Como testemunhas foram utilizadas
sementes imersas apenas em agua + tween pelo mesmo periodo, sementes tratadas com captan
(0,3%) e sementes sem tratamento.

A infestacdo do substrato com patogeno foi feita no mesmo dia da semeadura, pela
adi¢io de suspensdo na concentragio de 277,6 mg de micélio do isolado RhB de Rhizoctonia L’
de substrato, por meio de rega. Utilizou-se o inoculo de Rhizoctonia puro (DINGHRA &
SINCLAIR, 2000), sem veiculo de crescimento, ou base alimentar ou substrato.

Para preparo do indculo de Rhizoctonia, discos de micélio foram cultivados em 200 ml
de meio batata-dextrose liquido (200 ml de calda de batata e 20 g de dextrose completado
com agua destilada até¢ 1 L) por 10 dias em incubadora a 27° C, no escuro. Apoés a retirada do
micélio do meio liquido por meio de filtracdo com auxilio de bomba de vacuo e papel filtro,
estes foram postos para secar em papel toalha por cerca de dez min. Apds este periodo foram
pesados e triturados em 4gua destilada com auxilio de mixer manual esterilizado e
concentragdo ajustada para 4,0 g de micélio para cada litro de agua. Para o tratamento
testemunha utilizou-se apenas dgua destilada.

Foi utilizado o delineamento de blocos ao acaso com quatro repeti¢des, em esquema
fatorial 7 x 2 x 2, sete tratamentos com as sementes, duas cultivares e substrato infestado e
ndo infestado com R. solani.

A semeadura foi realizada logo apos a aplicacdo dos tratamentos, em bandejas de
polipropileno preto de 200 células, contendo substrato comercial para produ¢do de mudas de
hortaligas (Plantmax”) previamente infestado, ou ndo, com o isolado RhB de Rhizoctonia sp..
Cada parcela foi composta por 100 células ou metade de uma bandeja e em cada célula foram
semeadas duas sementes de um mesma cultivar.

Para manutencdo da umidade relativa do ar em torno de 80% e temperaturas mais
amenas de dia em torno de 30°C, foram colocados sombrites e microaspersores elevados a
altura aproximada de 2,5 m do chdo, com timer regulado para 10 segundos de atomizagao a
cada 30 min de intervalo.

Apo6s a semeadura foram feitas observagoes aos 4, 5, 6, 7 e 21 dias, para quantificacio
da porcentagem de emergéncia e de tombamento, para comprimento das raizes e altura da
parte aérea aos 6 e 14 dias, respectivamente. A medi¢do do comprimento de raiz foi feita
considerando-se a maior raiz até o ponto de insercdo do caule, e para medi¢do da altura,
partiu-se deste ponto de inser¢ao até a ponta de crescimento apical da parte aérea, e os dados
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expressos em mm.planta”. Aos 21 dias, foram retiradas amostras de mudas para determinacio
de area radicular e presen¢a de Trichoderma e Rhizoctonia.

A amostragem foi obtida com a retirada das mudas contidas em oito células, retirando-
se as mudas da segunda, quarta e sexta fileiras da respectiva parcela, a partir da borda em
dire¢do ao centro da bandeja, no sentido do comprimento, deixando-se as bordaduras.

Antes do processamento das amostras foram retirados fragmentos de raiz para
isolamentos em BDA com vistas a confirmagdo da presenca de Trichoderma e de
Rhizoctonia. Para a observagdo da presenca de Trichoderma e de Rhizoctonia, as raizes das
mudas coletadas foram cortadas e submetidas a procedimento de limpeza superficial em agua
corrente para retirada de restos de substrato, desinfestagdo com hipoclorito de sodio a 0,5%
seguido de lavagens sucessivas em agua destilada esterilizada. Para confirmagdo da presenca
de Rhizoctonia, apds o processo de limpeza as raizes foram postas em meio dgar agua. A
partir do crescimento micelial em agar dgua foi feito reisolamento em meio BDA e incubadas
em B.O.D., sob regime escuro, a 25°C. Apds 3 dias de incubagdo em BDA, foram retirados
amostras das estruturas e postas em lamina para observagdo em microscopio estereoscopico e
confirmagdo da presenga do patdgeno. Para confirmacdo da presenca de Trichoderma, apos o
processo de limpeza pedacos de raizes foram postos em meio BDA 4acido e incubados em
B.O.D. para crescimento do antagonista, também sob regime escuro, a 25° C.

Para determinacdo da area radicular seguiu-se o procedimento descrito por Zonta
(2003). As raizes frescas foram removidas manualmente, com auxilio de espatula esterilizada
a cada mudanga de parcela, evitando perda de raizes secundarias ou contaminacdo das
parcelas. O material retirado foi acondicionado em caixas plésticas tipo gerbox e e em seguida
lavadas em bacias de agua para separagdo das particulas de solo aderidas ao sistema radicular.
Pequenos pedagos de raizes soltas com o movimento de lavagem foram coletados também
com auxilio de peneiras para evitar eventuais perdas. Apds a lavagem, as raizes foram
acondicionadas em recipientes contendo solu¢do de 4cido acetil salicilico a 2% até o
processamento.

Para obtencdo das imagens o sistema radicular foi distribuido sobre uma folha de
acetato tamanho A4 e dispersas com solucdo de NaCl 0,9%, de forma que ndo houvesse
sobreposi¢do dos eixos. O excesso da solucdo foi retirado com auxilio de pequenos pedagos
de papel filtro. A imagem foi digitalizada a 300 dpi e armazenada no formato BMP. Apos
digitalizadas, as imagens foram submetidas a célculo de 4rea radicular e comprimento por
meio de programa STARCS"™3,0 (Embrapa/CNPDIA).

Os dados foram submetidos a analise de variincia e teste de médias de Tukey a 5%, e

o 1/2
quando necessario foram transformados em (x+1) ",

2.2 Ensaio de Controle Bioldgico 11

O experimento foi repetido no periodo de agosto a novembro de 2008 sob as mesmas
condi¢des, porém testaram-se apenas os isolados TENA7, TENA16 e TENA33 de
Trichoderma. O material vegetal consistiu de sementes das cultivares Santa Clara Miss Brasil
e Perinha Agua Branca. O patogeno utilizado foi o mesmo isolado RhB de Rhizoctonia,
utilizado em 2.1.

A infestacdo do substrato com patogeno foi feita no mesmo dia da semeadura, pela
adicdo de suspensdo na concentragdo de 277,6 mg de micélio do isolado RhB de Rhizoctonia
sp. .L! de substrato, por meio de rega, conforme descrito no item 2.2 do capitulo I.

A semeadura foi feita em bandejas de polipropileno preto de 200 células, contendo
substrato Plantmax® previamente infestado, ou ndo, com o isolado RhB de Rhizoctonia. Cada
parcela foi composta por 100 células (metade de uma bandeja) e em cada célula foram
semeadas duas sementes da mesma cultivar.
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A aplicacao dos tratamentos com os isolados de Trichoderma sp. foi feita logo apos a
distribuicdo das sementes nas bandejas, pela adicdo de 1mL da suspensdo de conidios de
Trichoderma ajustada com auxilio de hemacitdmetro para a concentragio de 2 x 10°
conidios.mL™ em 4gua contendo uma gota de tween 80% por L. Como testemunhas foram
utilizadas sementes imersas apenas em agua + tween pelo mesmo periodo e sementes tratadas
com fungicida (0,3%).

Adotou-se o delincamento de blocos ao acaso com quatro repeti¢des, em esquema
fatorial 5 x 2 x 2, cinco tratamentos com as sementes, duas cultivares e substrato infestado e
ndo infestado com Rhizoctonia sp.

As avaliagdes iniciaram-se aos 4 dias quando quantificou-se a porcentagem de
emergéncia prosseguindo-se aos 5, 6, 7 e 24 dias apds a semeadura. A incidéncia de mudas
com tombamento foi feita pelo somatorio das contagens didrias das mudas tombadas dos 4
aos 24 dias.

A qualidade das mudas foi avaliada medindo-se o comprimento do sistema radicular e
da parte aérea, em amostras coletadas aos 6 e 14 dias ap6s a semeadura e pela area radicular
em amostras coletadas aos 10 dias, conforme descrito no item 2.1.

Para confirmagdo da presenca de Trichoderma e de Rhizoctonia em amostras de raizes
das mudas, seguiu-se o procedimento descrito no item 2.1.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio de Controle Bioldgico |

Observou-se efeito significativo de tratamentos com 7richoderma sobre a emergéncia
das plantulas em todas as avaliagdes realizadas aos 4, 5, 6, 7 e 21 dias apds semeadura e de
cultivar aos 5, 6, 7 e 21 DAS. Sobre a porcentagem de tombamento, observou-se efeito apenas
de inoculacdo com Rhizoctonia, medida pelo somatério de mudas tombadas ao longo de 21
dias.

Nas diferentes avaliagdes, observaram-se menores porcentagens de emergéncia no
tratamento com captan, e em geral, nenhuma diferenca estatistica entre os demais tratamentos,
e maior porcentagem de emergéncia para a cultivar Garrafinha Vermelho, exceto na avaliagdo
realizada aos quatro dias, quando se observaram maiores velocidades de emergéncias nas
sementes tratadas com os isolados TENA 7, TENA 16 e TENA 31 (Tabela 14 e Figuras 5 e
6).

Tabela 14: Efeito de tratamento de sementes de tomate com isolados de Trichoderma
spp. € de cultivar sobre a emergéncia de mudas aos 4, 5, 6, 7 e 21 dias apds semeadura
(DAS) e da presenga de Rhizoctonia sp. sobre a porcentagem de tombamento aos 21 DAS
em ensaio realizado em condig¢des de casa-de-vegetacdo. Seropédica, 2008.

Emergéncia (%)
Tratamento de Sementes ) 4 DAS 5DAS  6DAS 7DAS 21 DAS

TENA7 7,00 a 57,09 a 76,28a 76,68 ab 80,34 ab

TENAL16 7,46 a 47,03 a 7321a 74,21 ab 77,84 ab

TENA31 6,09 a 46,75 a 73,40a 7490ab 78,46 ab

TENA33 3,31 ab 47,68 a 76,25a 7743a 81,59 ab

AGUA + Tween 3,53 ab 49,78 a 7428a 76,12ab 79,71 ab

Sem Tratamento 1,03 ab 45,84 a 78,87a 80,00a 83,50a

Fungicida (Captan) 0,21 b 19,96 b 61,18 b 7040 b 75,00 b
Cultivar ©

Santa Clara 3,74 a 34,11 b 59,52 b 6233 b 66,30 b

Garrafinha Vermelho 444 a 55,64 a 87,18a 89,02a 92,68 a

CV% 49,87 24,10 5,10 4,40 4,48

Rhizoctonia sp. Tombamento aos 21 DAS (%)

Ausente 0,00 b

Presente 11,05 a

CV% 48,05

£3
Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ( )Me'dia de 16

repetigdes. “Média de 56 repeti¢des.

A maior velocidade de emergéncia promovida por isolados de Trichoderma também
foi observada por outros autores em tomate (WINDHAM et al., 1986; TSAHOURIDOU &
THANASSOULOPOULOS, 2002) e em pimentdo (CHANG et al., 1986; KLEIFELD &
CHET, 1992). RAJU et al. (1999), em teste feito com sementes de cinco cultivares diferentes
de sorgo infectadas por Fusarium moniliforme e tratadas com 7. harzianum, observaram
reducdo significativa na incidéncia da doenca, assim como verificaram aumentos na
porcentagem de germinagao das sementes, no vigor das mudas e na emergéncia no campo.

Este efeito sobre a germinacdo da semente parece ser muito dependente da espécie
vegetal, do isolado utilizado na inoculagdo, da forma com que 7richoderma ¢ introduzido no
sistema e do ambiente que se apresenta. Kleifeld & Chet (1992) utilizando diferentes métodos
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de aplicacao de Trichoderma T-203, observaram maior percentual final de germinacdo de
sementes de feijdo, rabanete, tomate, pimentdo e abdbora quando estas foram tratadas com
Trichoderma em preparado de farelo de trigo, comparado a aplicacdo do fungo com
suspensdo conidial e cobertura de semente feito com pelicula e testemunha. Maiores
percentuais de emergéncia de plantulas de arroz, quando as sementes foram tratadas com
Trichoderma harzianum desenvolvido em pd de substrato de sorgo, também foram obtidas
proporcionalmente ao aumento de concentragao de indculo (MISHRA & SINHA, 2000).

O efeito dos isolados de Trichoderma sobre a emergéncia de plantulas aos quatro dias
(Figura 5) pode estar associado ao fato de que o fungo pode produzir fatores reguladores de
crescimento que aumentam a velocidade da germina¢do das sementes e o acimulo de massa
seca de parte aérea das plantas (WINDHAM & ELAD, 1986).
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Figura 5: Efeito de isolados de Trichoderma spp. sobre emergéncia de plantulas de tomate
aos quatro dias apds semeadura em substrato comercial. Seropédica, 2007.

O fungo Rhizoctonia solani ¢ um patdgeno de solo que causa tombamentos de pré e
pos-emergéncia em diversas espécies vegetais, entre os quais o tomateiro, € que apresenta alta
taxa de variabilidade. O isolado de Rhizoctonia utilizado (RhB) ndo ocasionou morte das
sementes ou tombamento em pré-emergéncia, visto que a a escolha do isolado de Rhizoctonia,
foi baseada desde o comego para efeito deletério pds-emergéncia, e, portanto, apresentou
poucos danos na fase de pré-emergéncia, confirmado pela porcentagem de emergéncia final
(Tabela 14). Ou seja, em ambos os experimentos ndo foi observado tombamento de pré-
emergéncia. Este fato dificultou a avaliagdo do efeito protetor dos tratamentos nas fases
iniciais do processo de germinagdo, periodo no qual se observa rdpida colonizacdo da
espermosfera por Trichoderma (SUDO-MARTELLETO, 2005; CHAO et al., 1986;
PAPAVIZAS, 1985).
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Figura 6: Efeito de isolados de Trichoderma spp. sobre emergéncia de sementes de tomate
semeados em substrato comercial para hortalicas. Seropédica, 2007.

Na fase de pos-emergéncia, a ocorréncia de tombamento das mudas até os 21 dias foi
observada nas parcelas inoculadas com Rhizoctonia, tendo atingido ao final do ensaio o valor
de 11,05% (Tabela 14), demonstrando auséncia de efeito protetor dos isolados de
Trichoderma testados e do proprio fungicida captan utilizado como testemunha, nesta fase.

Estes resultados diferem dos resultados dos testes in vitro de confrontacao direta entre
os isolados e o patdgeno, onde foram observados efeitos de antibiose e de antagonismo dos
isolados testados (Capitulo II) e dos de outros autores (LUZ, 1993; MAO et al., 1998;
PRASAD, 2002; AHMED, 2003), que relatam sucesso no controle de Rhizoctonia com
isolados de Trichoderma. LARANJEIRA & MENEZES (1993) observaram parasitismo de
Trichoderma spp. sobre R. solani em condi¢des de laboratério. HADAR et al.(1979),
aplicaram 7. harzianum através de farelo de trigo em solo infestado com R. solani, e
obtiveram controle efetivo de tombamento de mudas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e
tomate (L. esculentum). NORONHA et al (1996), relatam que 7. harzianum em feijdo,
quando aplicado via tratamento de sementes ou do solo contendo diferentes densidades de
indculo de R. solani apresentou os melhores niveis de controle da doenga, superando o
fungicida quintozene. Trichoderma spp. sdo fungos ativos como micoparasitas de
fitopatogenos, produzem esporos e clamidosporos que podem ser formulados e utilizados para
tratamento de solos, de sementes, de estoldes e de bulbos e, ainda, pulverizados por via aérea
(MELO, 1996). Provavelmente para reforcar o efeito protetor dos isolados de Trichoderma
uma reinoculagdo por meio de pulverizagdo aérea fosse interessante, a partir do momento da
emergéncia das plantulas. A inoculagdo das sementes ndo foi suficiente para uma efetiva
prote¢do das plantulas de tomateiro. Nos reisolamentos feitos a cada sete dias para verificar a
presenca de Rhizoctonia ¢ de Trichoderma, confirmou-se que ambos estavam presentes na
regido das raizes.

A ocorréncia de tombamento refletiu sobre o comprimento inicial da parte aérea das
plantulas (Tabela 15), que obtiveram, por tal ocorréncia, maior disponibilidade espacial e
luminosidade. A qualidade das mudas avaliada aos seis, 14 ¢ 21 dias apos a semeadura,
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através de medigdes de comprimento e area radicular mostraram efeito dos tratamentos, das
cultivares e da presenca ou ndo de patdogeno no substrato.

A cultivar Santa Clara, apesar da menor porcentagem de emergéncia final, apresentou
maior desenvolvimento das mudas, expresso pelo maior comprimento das raizes e da parte
aérea aos 6 dias e 14 dias , podendo estes efeitos serem resultado de diferengas na qualidade
fisiologica das sementes e caracteristica genética de cada cultivar, respectivamente (Tabelas
14, 15 e 16).

Tabela 15: Efeito de cultivar e da presenca ou auséncia de Rhizoctonia sp.
sobre o comprimento de raizes ¢ altura de mudas de tomates (mm.plantula™)
avaliados aos seis dias apos o semeio em condi¢des de casa-de-vegetagao.
Seropédica, 2007.

Comprimento de Raizes Altura de mudas
Cultivar* (mm.plantula'l) (mm.plantula'l)
Santa Clara 2432 a 30,41 a
Garrafinha Vermelho 21,44 b 28,03 b
Rhizoctonia sp.*
Ausente 23,77 a 28,44 b
Presente 21,99 a 30,00 a
CV(%) 23,67 12,07

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. *Média de 56 repeti¢des.**Média de 16 repetigdes.

Nas avaliacdes realizadas aos 14 dias ap6s o semeio, observou-se efeito significativo
da interagdo tratamento x Rhizoctonia sobre o comprimento das raizes e altura da mudas.

O efeito dos tratamentos e da presen¢a ou ndo do patdgeno sobre o comprimento das
raizes e altura das mudas aos 14 dias variou em funcdo da cultivar (Tabela 16). Na cultivar
Santa Clara ndo houve grandes variagdes quanto ao comprimento das raizes devido a presenga
ou auséncia do patdégeno, enquanto em ‘Garrafinha Vermelho’, o comprimento das raizes foi,
em geral, significativamente maior nas parcelas ndo inoculadas com o patdgeno, exceto para
os tratamentos com TENA31, TENA33 e captan, onde ndo diferiram estatisticamente.

Estes tratamentos, em geral, também se destacaram pelo maior comprimento das
raizes comparado aos demais tratamentos, indicando efeito benéfico sobre o alongamento das
raizes na presenga do patogeno.

Estes resultados sdo confirmados pelas medidas de comprimento da altura das mudas,
onde ndo se observaram efeito significativo dos tratamentos para a cultivar Santa Clara e
inoculado ou nao com Rhizoctonia, ¢ ‘Garrafinha Vermelho’ ndo inoculado, e diferenca
devido aos tratamentos nas parcelas de ‘Garrafinha Vermelho’ inoculado (Tabela 16). Nestas
parcelas, observaram-se, em geral, a exemplo do resultado para o comprimento de raizes,
maior altura das mudas oriundas de sementes tratadas com TENA31, TENA33, TENA16 e
captan.
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Tabela 16: Efeito do tratamento de sementes com Trichoderma spp. e da auséncia ou presenca de indculo de Rhizoctonia sp. sobre o
comprimento de raizes ¢ altura de mudas de tomate (mm.planta™), cultivar Santa Clara e Garrafinha Vermelho, aos 14 dias ap6s o semeio, em

condi¢des de casa-de-vegetacdo. Seropédica, 2007.

Comprimento de Raizes (mm.planta™)

Altura (mm.planta'l)

Santa Clara Garrafinha Vermelho

Santa Clara

Garrafinha Vermelho

Tratamento de  Auséncia de Presenca de Ausénciade Presenca de

Auséncia de

Presenca de Auséncia de Presenca de

Sementes Rhizoctonia  Rhizoctonia Rhizoctonia  Rhizoctonia Rhizoctonia Rhizoctonia Rhizoctonia  Rhizoctonia
TENA7 75,58 abA 76,95 abA 72,99 abA 46,55 cB 45,58 aA 45,18 aA 50,92 aA 32,66 cB
TENA16 68,60 bcA 67,90 bA 70,34 abA 62,88 bB 44,83 aA 46,42 aA 49,71 aA 45,10 abA
TENA31 66,86 bcB 75,20 abA 67,84 abA 69,96 abA 48,85 aA 45,62 aA 49,53 aA 50,23 aA
TENA33 76,50 abA 73,59 abA 70,16 abA 74,45 aA 46,85 aA 49,10 aA 47,92 aA 48,79 aA
Agua + tween 79,20 aA 74,21 abA 69,82 abA 46,39 cB 45,48 aA 44,42 aA 50,39 aA 35,72 bcB
Sem tratamento 75,67 abA 78,42 aA 75,40 aA 48,84 ¢cB 48,90 aA 4723 aA 50,65 aA 34,60 cB
Captan 64,29 cA 69,08 abA 62,95 bA 63,41 bA 45,62 aA 46,80 aA 46,13 aA 49,43 aA
C.V. (%) 6,7 9,6

Médias seguidas por letras iguais maitisculas na linha e minusculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Média de 4 repeticdes.



Quanto a area radicular das mudas aos 21 DAS, observou-se como tendéncia, aumento
do efeito dos tratamentos nas parcelas inoculadas com Rhizoctonia e reducao da éarea radicular
devido aos tratamentos com o Trichoderma e principalmente captan comparado as
testemunhas com o diluente 4gua + tween, nas parcelas ndo inoculadas ou sem a presenca do
patogeno (Tabela 17).

De forma geral, também ndo se observou efeito conclusivo do patdégeno sobre a area
radicular. Esta, em geral, ndo variou em fungdo da presenga ou ndao do patdégeno, exceto no
tratamento TENA16 e TENA7 em ‘Santa Clara’ e ‘Garrafinha Vermelho’, respectivamente,
onde houve reducao significativa devido a presenca do patdégeno, € no tratamento com captan
em ‘Santa Clara’ onde observou-se reducdo de area nas parcelas ndo inoculadas comparada a
inoculada (Tabela 17).

Tabela 17: Efeito de tratamento de sementes de tomate cultivares Santa Clara e
Garrafinha Vermelho com isolados de 7richoderma spp., sobre a area radicular de
mudas (cm’.planta™), semeadas em bandejas de polipropileno contendo substrato
inoculado com Rhizoctonia, conduzidos dentro de casa-de-vegetagdo, e avaliadas
aos 21 dias apds semeadura (DAS). Seropédica, 2008.

Area Radicular aos 21 DAS (cmz.planta'l)

Santa Clara Garrafinha Vermelho

Rhizoctonia
Tratamento Ausente Presente Ausente Presente

TENA7 15,01 abA* 13,25 aA 26,35 aA** 1545aB
TENA16 16,24 abA 10,33 aB 13,16 bA 15,14 aA
TENA31 15,64 abA 11,02 aA 13,22 bA 14,70 aA
TENA33 16,49 abA 12,03 aA 12,91 bA 14,23 aA
Agua + tween 17,81 a A 16,05 aA 15,42 abA 11,02 aA
Sem tratamento 13,03 abA 13,79 aA 14,92 abA 15,92 aA
Fungicida 9,48 bB 14,29 aA 13,38 bA 11,59 aA
C.V. (%) 12,13

Médias seguidas por letras iguais, maiusculas na linha e mintsculas na coluna nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Média de 4 repetigdes.

As dificuldades observadas em se interpretar os resultados e as variagdes das respostas
entre as diferentes variaveis e datas de avaliacdo podem estar relacionadas a baixa incidéncia
de tombamento, apenas 11,05% e as dificuldades normalmente relatadas em estudos de
controle biologico em condigdes de campo e de casa-de-vegetacdo. Estudos anteriores
utilizando diferentes isolados de Trichoderma sp. em tomate e diferentes €épocas e substratos
demonstraram variagdes nas respostas de um mesmo isolado (SUDO-MARTELLETO, 2005).

3.2 Ensaio de Controle Bioldgico Il

O segundo experimento foi realizado no periodo de agosto a novembro de 2008, com
cinco tratamentos, TENA7, TENA16, TENA33, 4gua + tween e fungicida captan, em
substrato infestado ou ndo com Rhizoctonia, e com duas cultivares Santa Clara Miss Brasil e
Perinha Agua Branca.

Sobre a velocidade da emergéncia, avaliada aos cinco dias, observou-se efeito
significativo da interagdo entre cultivar, presenca do patdgeno e tratamento. A velocidade da
emergéncia das plantulas da cultivar Santa Clara foi significativamente maior nos tratamentos
testemunha e com captan na presenca do patdgeno em relacdo a auséncia do patogeno,
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enquanto que na cultivar Perinha Agua Branca ndo foram observadas diferengas entre os
tratamentos e a presenc¢a ou nao do patégeno (Tabela 18).

A presenca do patogeno favoreceu significativamente a velocidade de emergéncia das
mudas da cultivar Santa Clara aos cinco e seis dias apds o semeio. Pode ter ocorrido certo
sinergismo entre enzimas de degradagdo do patdgeno e os exsudatos liberados pelas sementes
logo no inicio do processo germinativo, durante a fase de estabelecimento das plantulas, com
produgdo de enzimas favoraveis a germinacdo das sementes, uma vez que o isolado de
Rhizoctonia escolhido ndo apresentou patogenicidade na pré-emergéncia. A cultivar Perinha
Agua Branca caracterizou-se pela baixa velocidade de emergéncia, expressa pela porcentagem
reduzida de plantulas aos cinco, seis e oito dias, porém, maior porcentagem final de
emergéncia conforme avaliagdo aos 24 dias (Tabelas 18, 19, 20 e 21). Assim como no
primeiro ensaio, a acdo dos tratamentos sobre a emergéncia vai reduzindo com o tempo
(Tabela 14).

Tabela 18: Efeito da interagdo entre isolados de Trichoderma spp ¢ cultivar sobre a
emergéncia de mudas (%), em substrato inoculado ou ndo com Rhizoctonia, avaliada aos
cinco dias apdés semeadura (DAS) em condigdes de casa-de-vegetagdo. Seropédica,
2008.

Emergéncia de Plantulas (%)

5 DAS
Santa Clara Perinha
Tratamento* Sem Com Sem Com
Rhizoctonia Rhizoctonia Rhizoctonia Rhizoctonia
TENA7 19,75 aA 22,25 abA 0,00 aA 0,25 aA
TENA16 16,25 aA 17,50 bA 0,00 aA 0,50 aA
TENA33 19,00 aA 20,50 bA 0,00 aA 0,00 aA
AGUA+Tween 19,50 aB 31,75 aA 2,75 aA 1,87 aA
FUNGICIDA 16,25 aB 24,25 abA 0,00 aA 0,00 aA
Total médio 20,70 A 0,45B
Rhizoctonia
Cultivar** Ausente Presente
Santa Clara 18,15aB 23,25 aA
Perinha 0,55 bA 0,35 bA
C.V.(%) 51,04

Meédias seguidas por letras iguais, minusculas na coluna ¢ maiusculas na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Media de 16 repeti¢des. **Media de 40 repetigdes.
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Tabela 19: Efeito do tratamento de sementes de tomate e da intera¢do entre cultivar e
presenca ou ndo de Rhizoctonia, sobre a emergéncia das plantulas aos seis dias apds o
semeio, em condi¢des de casa-de-vegetacdo. Seropédica, 2008.

Emergéncia de Plantulas (%)

Tratamento™ 6 DAS
TENA7 37,56 ab
TENA16 36,43 ab
TENA33 3462 b
AGUA+Tween 43,56 a
FUNGICIDA 31,37 b
Rhizoctonia
Cultivar** Ausente Presente
Santa Clara 65,35 aB 72,30 aA
Perinha 5,55 bA 3,65 bA
C.V.(%) 23,06

Meédias seguidas por letras iguais, mintisculas na coluna e maitsculas na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Media de 16 repetigdes. **Media de 40 repetigdes.

Tabela 20: Efeito da interagdo entre tratamento das sementes com isolados de

Trichoderma spp e de cultivar sobre a emergéncia de mudas avaliada aos oito dias apds

a semeadura, em condi¢des de casa-de-vegetagdo. Seropédica, 2008.Seropédica, 2008.
Emergéncia de Plantulas (%)

8 DAS
Tratamento™ Sem Rhizoctonia Com Rhizoctonia
TENA7 81,25 aA 76,50 aA
TENAL16 81,12 aA 79,87 aA
TENA33 73,00 abA 75,37 aA
AGUA+Tween 82,00 aA 86,00 aA
FUNGICIDA 66,00 bB 84,87 aA
Cultivar**

Santa Clara 82,50 a 85,60 a
Perinha 70,85 b 75,45 b
C.V.(%) 12,09

Meédias seguidas por letras iguais, minusculas na coluna e maitisculas na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Media de 16 repetigdes. **Media de 40 repetigdes.

Em relagdo ao tombamento, neste ensaio, ao contrario do primeiro, observou-se efeito
significativo somente de Rhizoctonia. A andlise de variancia ndo demonstra efeito de
tratamento nem de cultivar, porém no desdobramento dos tratamentos em ambiente infestado
com Rhizoctonia ¢ perceptivel diferentes respostas das cultivares em relagdo ao tombamento
(Tabela 21).

Foi registrado porcentagem maior de tombamento das mudas, em comparacdo com o
experimento anterior, com média de 42,62% até os 24 dias apos o semeio (Tabela 21). Em
substrato infestado com Rhizoctonia, dentro da cultivar Santa Clara, ndo houve efeito dos
tratamentos sobre a porcentagem de tombamento, que variou de 43 a 46,50%, enquanto que
em ‘Perinha Agua Branca’ houve efeito significativo dos tratamentos, com menores
percentuais no tratamento com TENA33, 33,00%, sendo que no tratamento testemunha estes
valores foram de 51,25%.
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Tabela 21: Efeito de cultivar sobre a porcentagem de emergéncia, da presenga ou ndo de
Rhizoctonia e da interagdo entre tratamento das sementes com isolados de Trichoderma spp. e
cultivar sobre a porcentagem de tombamento em condigdes de casa-de-vegetagdo, avaliadas
aos 24 dias apds semeadura (DAS). Seropédica, 2008.

Cultivar* Emergéncia final (%)
Santa clara 85,37 b
Perinha 94,47 a
C.V.% 7,35
Rhizoctonia™ Tombamento final (%)
Ausente 0,00 b
Presente 42,62 a
C.V.% 42,33
Tombamento final (%)
Santa Clara Perinha
Tratamento** Com Rhizoctonia Com Rhizoctonia
TENA7 4475 a 37,00 ab
TENAL16 45,75 a 42,25 ab
TENA33 42,25 ab 33,00 b
Agua + Tween 46,50 a 51,25a
Fungicida 43,00 a 39,00 a
C.V.% 42,33

Meédias seguidas por letras iguais na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Média
de 40 repetigoes. **Média de 4 repetigdes.

A ocorréncia de maior porcentagem de tombamento neste 2° experimento, nao
permitiu a diferenciagdo entre os tratamentos, principalmente a partir das avaliagdes seguintes
ao 10° DAS. Muitos patégenos de sementes e que sobrevivem no solo requerem nutrientes
exdgenos para germinagdo, para penetragao e para infec¢ao, sendo muitas vezes supridos por
nutrientes originados da exuda¢do das sementes e das raizes (LUZ, 1993).

Na avaliacdo de altura de mudas aos 10 e 17 dias apos semeadura, houve efeito
significativo de tratamento e de cultivar, e aos 24 dias efeito apenas de cultivar (Tabela 22).

O crescimento das plantas, expresso pela altura das mudas seguiu a mesma tendéncia
observada para a emergéncia, tendo sido maior no tratamento dgua + tween e menor no
tratamento com fungicida até os 17 dias apenas, enquanto na avaliacdo final, aos 24 dias, as
mudas de todos tratamentos apresentaram altura estatisticamente igual. O mesmo ocorreu para
o efeito de cultivar, maior comprimento de parte aérea das mudas e das raizes em ‘Santa
Clara’ que em ‘Perinha Agua Branca’, devido, provavelmente, a fatores genéticos e qualidade
fisiologica das sementes (Tabelas 18, 19, 20, 21, 22 e 23).
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Tabela 22: Efeito de tratamento das sementes com isolados de Trichoderma spp e de
cultivar sobre a altura mudas (mm.planta™), em condi¢des de casa-de-vegetacio,
avaliado aos 10, 17 e 24 dias apos a semeadura. Seropédica, 2008.

Altura das mudas (mm.planta'l)

Tratamento™ 10DAS 17DAS 24DAS
TENA7 33,31 ab 51,64 ab 98,42 a
TENAL16 33,85 ab 51,56 ab 106,84 a
TENA33 31,42 ab 48,62 ab 102,53 a
AGUA+Tween 3445a 5321 a 99,55 a
FUNGICIDA 30,36 b 45,16 b 95,52 a

Cultivar**
Santa Clara 39,77 a 63,25a 113,67 a
Perinha 25,58 b 36,83 b 87,48 b
C.V.(%) 11,60 13,57 11,73

Meédias seguidas por letras iguais, mintisculas na coluna e maitisculas na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Média de 16 repetigdes. **Média de 40 repeticdes.

Quanto ao comprimento das raizes, aos 10 dias ap6s semeadura (DAS), observou-se
efeito apenas de cultivar.

Observou-se efeito significativo de cultivar sobre o comprimento de raizes aos 10
DAS, com maior comprimento de raizes em Santa Clara que em ‘Perinha Agua Branca’
(Tabela 22).

Tabela 23: Efeito de cultivar sobre o comprimento de raizes de mudas
(mm.planta™), em condi¢des de casa-de-vegetagdo, avaliado aos 10 dias apos
semeadura (DAS). Seropédica, 2008.

Comprimento de Raizes (mm.planta™)

Cultivar 10 DAS
Santa Clara 37,12 a
Perinha 31,77b
C.V.(%) 29,29

Médias seguidas por letras minusculas na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Média de 40 repetigdes.

Nao houve efeito significativo de tratamento, cultivar ou indculo de Rhizoctonia para
o comprimento de raizes aos 17 dias nem para area radicular aos 10 dias.

Estudos mais detalhados relacionados com a dinamica populacional poderiam ajudar
na interpretacdo da ocorréncia de maior tombamento num ensaio que no outro. Tanto o
patogeno quanto os isolados de Trichoderma estavam presentes na regido das raizes, pois os
mesmos foram recuperados nos isolamentos periodicos realizados a partir de amostras de
raizes ao longo do periodo experimental. Nao foram feitas, porém, avaliacdes quantitativas, o
que impede comparacdes entre os tratamentos. A competéncia de Trichoderma em se
estabelecer na rizosfera ¢ contraditoria, pois alguns estudos apontam que Trichoderma pode
ndo ser muito competente nesta zona radicular (AHMAD & BAKER, 1987; CHAO et al.,
1986; PAPAVIZAS, 1981, 1985), e outros estudos contradizem esta afirmagdo
(TSAHOURIDOU & THANASSOULOPOULOS, 2002). A concentragdo ¢ a forma de
aplica¢do do indéculo de Trichoderma utilizadas foram suficientes para o estabelecimento do
antagonista e estd de acordo com a concentragdo relatada por outros autores em sementes de
pimentdo, feijdo, rabanete, tomate, abobora, fumo (CHANG et al., 1986; KLEIFELD &

61



CHET, 1992; WINDHAM & ELAD, 1986). Porém, estudo de Papavizas (1981) com
Trichoderma harzianum indicou que o isolado desta espécie ndo se estabeleceu na rizosfera
de mudas de feijao e ervilha desenvolvidos de sementes tratadas com conidios, pois 0 numero
de unidades formadoras de coldnias (ufc) reisoladas foi sempre consideravelmente menor do
que o numero de conidios adicionado por semente, o que indicou falha na sobrevivéncia e/ou
esporulacdo na rizosfera, observando-se ainda que a mensura¢do quantitativa de competéncia
de rizosfera ¢ melhor e mais constante quando realizada na ponta de raizes, onde esxudados
estdo em relativamente maior concentracio (AHMAD & BAKER, 1987).
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4 CONCLUSOES

Os isolados de Trichoderma spp. reduziram o tempo de emergéncia de plantulas de
tomate.

Os isolados de Trichoderma e o fungicida captan ndo foram eficientes no controle do
tombamento pos-emergéncia, nas condigdes em que foram realizados os testes.

Os efeitos de Trichoderma sobre a emergéncia, incidéncia de tombamento e
desenvolvimento das mudas ndo foram constantes, o que impede uma interpretacao definitiva.

A area radicular ndo variou em funcao dos tratamentos.
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CAPITULO IV

MACRONUTRIENTES EM MUDAS DE TOMATEIRO (Lycopersicon
esculentum Mill.) PRODUZIDAS A PARTIR DE SEMENTES TRATADAS
COM Trichoderma spp. E SEMEADAS EM SUBSTRATO INFESTADO
OU NAO COM Rhizoctonia sp.



RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos avaliar o efeito da aplicacdo Trichoderma spp. em
sementes de tomateiro semeadas em substrato infestado, ou ndo, com inoculo de Rhizoctonia
sp., sobre os teores de nitrogénio, fosforo e potassio nas mudas desenvolvidas. Dois
experimentos foram realizados em condigoes de casa-de-vegetagdo. No primeiro aplicou-se o
in6culo de cinco isolados de Trichoderma spp. por meio da imersao das sementes das
cultivares Santa Clara e Garrafinha Vermelho em suspensio contendo 5x10° conidios.mL ™.
No segundo ensaio, aplicou-se o inoculo de trés isolados de Trichoderma spp., a
concentracio de 2 x 10° conidios.mL™, em sementes das cultivares Santa Clara Miss Brasil e
Perinha Agua Branca. Como testemunhas foram utilizadas sementes imersas apenas em agua
+ tween pelo mesmo periodo, sementes tratadas com captan (0,3%) e sementes sem
tratamento. A semeadura foi feita em bandejas de polipropileno preto de 200 células contendo
substrato comercialpara produ¢do de mudas previamente inoculados, ou ndo, com o
patogeno. Cada parcela correspondeu a metade de uma bandeja e em cada célula foram
semeadas duas sementes de uma mesma cultivar, totalizando 200 sementes.parcela”. Foi
utilizado o delineamento de blocos ao acaso com quatro repetigdes, em esquema fatorial 7 x 2
x 2, tendo como variaveis tratamento das sementes, cultivares e infestagdo ou nao do substrato
com Rhizoctonia sp. Avaliaram-se a massa seca de raizes e de parte aérea, os teores e
conteudos de nitrogénio, fosforo e potassio em amostras coletadas aos 21 dias no 1° ensaio e
aos 24 dias no 2° ensaio. As cultivares testadas responderam de forma distinta, com maior
desenvolvimento de ‘Santa Clara’ comparado a ‘Perinha Agua Branca’ e ‘Garrafinha
Vermelho’, independente da presenca ou nido do patogeno e dos tratamentos recebidos. A
influéncia dos tratamentos com os isolados de Trichoderma spp. sobre o desenvolvimento das
plantas pode ser observada apenas no ensaio com menor ocorréncia de tombamento das
mudas. A ocorréncia de tombamentos e, conseqiiente redu¢do do numero de mudas por
parcela resultaram em menor competicdo entre plantas e maior acimulo de massa seca e
contetdo de P e K nas amostras avaliadas. O isolado de Trichoderma TENA33 proporcionou
manuten¢do da qualidade das mudas na medida em que continha maior numero de
mudas.célula”, decorrente de boa emergéncia e menor percentual de tombamento, em relagdo
aos demais tratamentos. O tratamento com TENA33 foi o que se manteve mais estivel em
relagdo ao controle de tombamento nas cultivares Santa Clara Miss Brasil e Garrafinha
Vermelho, ¢ manutencdo da qualidade nutricional das mudas mesmo sob pressdo de
competi¢do. Na cultivar Perinha Agua Branca, foi o tratamento que proporcionou menor
percentual de tombamento. O isolado TENA31 apresentou maior afinidade e interacdo com as
sementes de tomate de ‘Garrafinha Vermelho’, favorecendo maior controle de tombamento
nesta cultivar.

Palavras-chave: macronutrientes, mudas de tomateiro, controle bioldgico.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of Trichoderma spp. in tomato seeds sown on infested
or not with inoculum of Rhizoctonia RhB, on the concentration of nitrogen, phosphorus and
potassium in seedlings developed. Two experiments were carried out in a greenhouse. At first
we applied the inoculum of five isolates of Trichoderma spp. by immersing the seeds of the
‘Santa Clara Miss Brasil’ and ‘Garrafinha Vermelho’ in suspension containing 5x10° conidia
mL™. In the second test was applied to the inoculum of three isolates of Trichoderma spp.,
The concentration of 2 x 10° conidia mL™" in seeds of the ‘Santa Clara Miss Brasil’and
‘Perinha Agua Branca’. As witnesses were used seeds immersed in water + tween the same
period, seeds treated with captan (0.3%) and untreated seeds. Sowing was done in
polypropylene black 200 cells containing substrate comercialpara production of seedlings
previously inoculated or not with the pathogen. Each plot corresponded to half a tray in each
cell and two seeds were sown in the same cultivar, totaling 200 sementes.parcela”. The
experimental design consisted of randomized blocks with four replications in a factorial 2 x 2
x 7, with the variables seed treatment, cultivar and infestation or not the substrate with
Rhizoctonia sp. Evaluations of the dry mass of roots and shoots, the concentration and content
of nitrogen, phosphorus and potassium in samples collected at 21 days in the 1st test and 24
days in the 2nd test. The cultivars responded differently, with greater development in ‘Santa
Clara Miss Brasil’ compared to ‘‘Perinha Agua Branca’ and ‘Garrafinha Vermelho’,
regardless of the presence or absence of pathogen and treatments received. The influence of
treatment with 7richoderma spp. on plant development can be observed only in the test with a
lower incidence of seedling damping-off. The incidence of damping-off and consequent
reduction in the number of seedlings per plot resulted in less competition between plants and
higher dry matter accumulation and content of P and K were shown. The incidence of
damping-off and consequent reduction in the number of seedlings per plot resulted in less
competition between plants and higher dry matter accumulation and content of P and K. The
isolate Trichoderma TENA33 provided maintenance of quality seedlings in that it contained a
greater number of mudas.célula-1, resulting from good emergence and a lower percentage of
damping-off in the other treatments. The treatment with TENA33 was what was best
maintained in the control of damping-off in the cultivars Santa Clara Miss Brazil and
Garrafinha Vermelho, and maintenance of the nutritional quality of seedlings under pressure
of competition. In the cultivar Perinha Agua Branca, was the treatment that provided a lower
percentage of damping-off. The isolated TENA31 showed higher affinity and interaction with
the tomato seeds of 'Garrafinha Vermelho', promoting greater control of damping-off in this
cultivar.

Keywords: macronutrients, tomato seedlings, biological control.
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1 INTRODUCAO

Vérios estudos com a aplicacdo de Trichoderma em sementes ou plantas relatam
aumento do crescimento da planta durante os estagios vegetativo e reprodutivo (CHANG et
al., 1986; YEDIDIA et al., 2001; TSAHOURIDOU & THANASSOULOPOULOS, 2002).
Diversos mecanismos pelos quais Trichoderma influencia o desenvolvimento da planta tém
sido sugeridos, tais como produgcdao de hormoénios de crescimento (HARMAN, 2000;
WHINDHAM et al., 1986), mineralizagdo da matéria organica no solo (ALTOMARE et al.,
1999) e aumento de retirada e translocacao de minerais menos disponiveis com liberagao de
nutriente do solo ou matéria organica (KLEIFELD & CHET, 1992; INBAR et al., 1994).
Estudos com mudas de tomateiro com sementes inoculadas com isolados de Trichoderma spp.,
também revelam incrementos na qualidade destas, refletidos no aumento da massa seca de
parte aérea, da altura das mudas, e dos teores de nitrogénio e fosforo, em condi¢des de casa-
de-vegetacdo (SUDO-MARTELLETO, 2005).

A grande maioria dos trabalhos envolvendo os termos nutri¢do e doenca de plantas
abordam o efeito da deficiéncia ou excesso de determinado elemento mineral no metabolismo
da planta, como responsavel pelo aumento de resisténcia ou pela reducao da severidade de
doengas. Poucos trabalhos relatam as alteracdes nos teores de macronutrientes em tecidos de
plantas doentes (MARINGONI, 2003), ou ainda, de plantas que sobreviveram a doenga. A
nutricdo da planta pode ser alterada por muitos patégenos dificultando a identificacdo dos
fatores responsaveis por distirbios nutricionais como excesso ou deficiéncia de nutrientes
(ZAMBOLIM & VENTURA, 1993). Todos os nutrientes essenciais sdo considerados
importantes no desenvolvimento e controle de doengas, sendo o seu efeito muitas vezes
determinado por comparagdo das concentragdes de elementos nos tecidos vegetais
(ZAMBOLIM & VENTURA, 1993).

O N ¢ um elemento presente nas moléculas de compostos organicos enquanto o P ¢
um nutriente para aquisi¢ao e utilizagdo de energia, tendo papel central em reagdes que
envolvem ATP, na manutencdo da integridade estrutural e para constitui¢do do genoma e o K
serve para ativar ou controlar a atividade de enzimas, atua na manutencdo do potencial
osmotico, no balango de ions e no potencial elétrico (MENGEL & KIRKBY, 1987; EPSTEIN
& BLOOM, 2006).

Os solos tropicais apresentam, normalmente, baixa concentra¢do de fosforo disponivel
e alto potencial de fixagdo do P aplicado via fertilizante, ficando junto com o N como um dos
nutrientes que mais limitam a produgdo das culturas no Brasil (PRADO, 2008). A interagdo
do fosforo com constituintes do solo, com Al, Fe e Ca, sua ocorréncia em formas organicas e
sua lenta taxa de difusdo na solugcdo do solo tornam o P o nutriente menos prontamente
disponivel na rizosfera (ARAUJO & MACHADO, 2006). O aumento do fésforo no solo é
importante, pela adubagdo mineral e pela organica, que s6 se tornard disponivel quando os
microrganismos do solo quebrarem a matéria organica em formas simples, liberando ions
fosfato inorganicos (fésforo disponivel) (PRADO, 2008). Os microrganismos do solo
desempenham importante fun¢do na mineralizagdo de formas organicas de P nos solos,
solubilizando fosfatos minerais por meio da produgdo e liberagdo de acidos orgénicos, que
solubilizam formas precipitadas de P (ARAUJO & MACHADO, 2006).

O potassio, presente nas plantas como o cation K', desempenha um importante papel
na regulagdo do potencial osmético das células vegetais, ativa muitas enzimas envolvidas na
respiragdo e na fotossintese, sendo que sua caréncia ¢ refletida numa baixa taxa de
crescimento (MALAVOLTA & CROCOMO, 1982; TAIZ & ZEIGER, 2006) e na diminui¢ao
da sintese de parede celular em hastes/caule predispondo a cultura a ventos, provocando seu
tombamento (PRADO, 2008).
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O presente trabalho teve como objetivos avaliar o efeito da aplicagdo de Trichoderma
spp. em substrato infestado ou ndo com micélios de Rhizoctonia sp., sobre o crescimento,
teores e conteudos de nitrogénio, fosforo e potassio em mudas de tomateiro.
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2 MATERIAIS E METODOS

Foram realizados dois experimentos em condi¢des de casa-de-vegetacdo no setor de
Horticultura do Departamento de Fitotecnia da UFRRJ nos periodos de outubro de 2007 a
janeiro de 2008 e de agosto a novembro de 2008. O substrato comercial préprio para
hortalicas Plantmax® utilizado nos experimentos foi submetido a andlise quimica no
Laboratorio de Fertilidade do Departamento de Solos do Instituto de Agronomia da UFRRJ.

A andlise quimica do substrato utilizado apresentou os seguintes valores: Na=0,011
Cmol,/dm’, Ca = 11,0 Cmol/dm’, Mg = 8,5 Cmol,/dm’, K = 0,10 Cmol/dm’, H+Al = 22,6
Cmol/dm’, Al = 0,0 Cmol/dm’, S = 19,61 Cmol/dm’, T = 42,21 Cmol/dm’, V = 46%, m =
0%, n = 0%, pHizo= 6,5, Corg = 15,84%, P =386 mg.L" e K=38 mg.L™".

2.1 Ensaio de Controle Bioldgico I

Foram utilizadas sementes das cultivares Santa Clara Miss Brasil e Garrafinha
Vermelho, obtidas de sistema de Produg¢do de Semente Organica da PESAGRO-RIO, ¢ o
isolado RhB de Rhizoctonia sp., obtido de alface. Como tratamentos, utilizaram-se os isolados
TENA7, TENA16, TENA31 e TENA33 de Trichoderma sp., previamente selecionados e
conservados no Laboratorio de Epidemiologia e Patologia de Sementes do Instituto de
Agronomia (SUDO-MARTELLETO, 2005).

A aplicagdo dos isolados de Trichoderma sp. foi feita pela imersdo das sementes, por
10 minutos, em suspensdo contendo 5x10° conidios.mL™ em 4gua contendo uma gota de
tween 80% por L. A concentracdo de indculo dos respectivos isolados a serem testados foi
ajustada com auxilio de hemacitometro. Como testemunhas foram utilizadas sementes imersas
apenas em agua + tween pelo mesmo periodo, sementes tratadas com captan (0,3%) e
sementes sem tratamento.

A infestagdo do substrato com patdogeno foi feita no mesmo dia da semeadura, pela
adi¢io de suspensdo na concentragio de 277,6 mg de micélio do isolado RhB de Rhizoctonia sp.L!
de substrato, por meio de rega. Utilizou-se o inoculo de Rhizoctonia puro (DINGHRA &
SINCLAIR, 2000), sem veiculo de crescimento, ou base alimentar ou substrato. O preparo do
inéculo foi conforme o item 2.1 do capitulo III.

Foi utilizado o delineamento de blocos ao acaso com quatro repeti¢cdes, em esquema
fatorial 7 x 2 x 2, sete tratamentos com as sementes, duas cultivares e substrato infestado e
ndo infestado com Rhizoctonia sp.

A semeadura foi realizada logo apo6s a aplicagdo dos tratamentos, em bandejas de
polipropileno preto de 200 células, contendo substrato comercial para produ¢do de mudas de
hortalicas (Plantmax”). Cada parcela foi composta por 100 células ou metade de uma bandeja
e em cada célula foram semeadas duas sementes de um mesma cultivar.

Para avaliagdo da massa seca das raizes e da parte aérea das mudas, as amostras foram
coletadas aos 6, 14 e 21 dias ap6s semeadura. As mesmas amostras de mudas coletadas aos 21
dias foram utilizadas na avaliagdo dos teores e contetidos de nitrogénio, fosforo e potassio
(NPK). O procedimento de coleta para as avaliagdes, foi feita com a retirada de amostras das
mudas contidas em oito células, coletadas da segunda, quarta e¢ sexta fileiras da respectiva
parcela, a partir da borda em dire¢do ao centro da bandeja, no sentido do comprimento,
deixando-se as bordaduras.

Para obtencdo da massa seca das mudas, separou-se as raizes e a parte aérea das
amostras, que foram secas em estufa de circulagdo for¢ada, a 65° C, durante 72 horas. Depois
de secas, as amostras foram pesadas, obtendo-se os valores de massa seca final das mudas de
cada parcela. Em seguida, dividiu-se o valor obtido pelo nimero de plantas postas para secar,
para obtencao da massa seca por planta.
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Para determinacao dos teores de N, P e K, tomaram-se as diferentes amostragens
secas, que foram moidas em almofariz de porcelana e pesadas no valor de 0,200 g de cada
amostra. Em seguida, foram submetidas a processo de mineralizagdo em solugdo sulfurica
com perdxido de hidrogénio (TEDESCO et al., 1985) adicionada de catalizadores (Na,SO4 +
CuSO4 + selénio) para determinagdo dos teores de N, P e K, conforme metodologia
TEDESCO et al. (1985) adotada pelo Laboratério de Fertilidade do Departamento de Solos
do Instituto de Agronomia (UFRRJ), onde foram realizadas as andlises dos teores desses
nutrientes.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e teste de médias de Tukey a 5%, e

. 12
quando necessario foram transformados em (x+1) .

2.2 Ensaio de Controle Bioldgico 11

O experimento foi repetido no periodo de agosto a novembro de 2008 sob as mesmas
condi¢des, porém testaram-se apenas os isolados TENA7, TENA16 e TENA33 de
Trichoderma. O material vegetal consistiu de sementes das cultivares Santa Clara Miss Brasil
e Perinha Agua Branca. O patogeno utilizado foi o mesmo isolado RhB de Rhizoctonia,
utilizado em 2.1.

A infestagdo do substrato com patdégeno foi feita no mesmo dia, antes da semeadura,
pela adicdo de suspensdo na concentracdo de 277,6 mg de micélio do isolado RhB de
Rhizoctonia sp..L™" de substrato, por meio de rega, conforme descrito no item 2.2 do capitulo L.

A semeadura foi feita em bandejas de polipropileno preto de 200 células, contendo
substrato Plantmax® previamente infestado, ou ndo, com o isolado RhB de Rhizoctonia. Cada
parcela foi composta por 100 células (metade de uma bandeja) e em cada célula foram
semeadas duas sementes da mesma cultivar.

A aplicacdo dos tratamentos com os isolados de Trichoderma sp. foi feita logo apos a
distribuicdo das sementes nas bandejas, pela adi¢do de ImL da suspensdo de conidios de
Trichoderma, por célula. A concentracio de conidios foi ajustada com auxilio de
hemacitémetro para 2 x 10° conidios.mL™" de 4gua contendo uma gota de tween 80% por L.
Como testemunhas foram utilizadas sementes imersas apenas em agua + tween pelo mesmo
periodo e sementes tratadas com fungicida (0,3%).

Adotou-se o delineamento de blocos ao acaso com quatro repeti¢cdes, em esquema
fatorial 5 x 2 x 2, cinco tratamentos com as sementes, duas cultivares e substrato infestado e
ndo infestado com Rhizoctonia sp.

Para avaliagdo da massa seca das raizes e da parte aérea das mudas, as amostras foram
coletadas aos 10, 17 e 24 dias apds semeadura. As mesmas amostras de mudas coletadas aos
24 dias foram utilizadas na avaliagdo dos teores e conteudos de nitrogénio, foésforo e potassio
(NPK). O procedimento de coleta para as avaliacdes foi feito seguindo o mesmo
procedimento descrito em 2.1.

Para obtencdo da massa seca das mudas e determinacdo de teores de nitrogénio,
fosforo e potassio seguiu-se os mesmos procedimentos descritos em 2.1.

Os dados foram submetidos a analise de variincia e teste de médias de Tukey a 5%, e
quando necessario foram transformados em (x+1)” 2,
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio de Controle Bioldgico |

Aos seis, 14 e 21 dias ap6ds a semeadura, observou-se efeito de tratamento, cultivar e
presenca ou nao de patdégeno no substrato.

A massa seca da raiz das duas cultivares somente diferiu estatisticamente aos 14 dias,
com maiores valores em Santa Clara que Garrafinha Vermelho. Ja a massa seca da parte aérea
foi significativamente maior em Santa Clara aos seis, 14 e 21 dias, sendo que nesta tltima
avaliacdo apenas nas parcelas infestadas com Rhizoctonia (Tabela 24).

Tabela 24: Efeito de cultivar sobre a massa seca de plantulas de tomates avaliados aos
seis, 14 e 21 dias apds o semeio (DAS) em condicdes de casa-de-vegetagdo. Seropédica,
2007.

Massa Seca (mg.pléntula'l)

6 DAS 14 DAS 21 DAS
P p Raiz Parte aérea
2,1rte Raiz :drte Rhizoctonia
) Aérea aérea
Cultivar* Ausente  Presente Ausente Presente

Santa Clara 1,746 a 2,1a 136a 7,3 aA 6,8aA 383aA 41,1aA

Garrafinha 1379 b 1,8b 109b 69aA  6,5aA 344aA 30,5 bA
Vermelho

CV% 14,25 18,13 17,12 19,16 23,91

Meédias seguidas por letras iguais maiusculas na linha e mindsculas na coluna nio diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Média de 56 repetigdes.**Média de 16 repetigdes.

Este resultado pode estar relacionado a qualidade fisioldégica das sementes e as
caracteristicas genéticas de cada cultivar, € a menor competicdo entre plantas decorrente da
menor taxa de emergéncia em Santa Clara (Tabelas 14 e 21 do capitulo III).

Quanto ao efeito dos tratamentos, observou-se menor desenvolvimento inicial das
plantulas oriundas das sementes tratadas com captan comparada as demais, expressa pela
massa seca da parte aérea aos seis dias apos o semeio, independente da presenca ou nao de
Rhizoctonia (Tabela 25).
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Tabela 25: Efeito do tratamento de sementes de tomate com isolados de Trichoderma spp, na auséncia ou presenca
de indculo de Rhizoctonia sp., sobre a massa seca das plantulas (mg.planta™), cultivares Santa Clara e Garrafinha
Vermelho, aos seis, 14 ¢ 21 dias ap6s semeadura em condi¢des de casa-de-vegetagdo. Seropédica, 2007.

MASSA SECA (mg.planta™)

6 DAS 14 DAS 21 DAS
Tratamento de Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea
*% Parte : ; 5 :
Sementes Aérea Rhizoctonia Rhizoctonia
Ausente  Presente Ausente Presente Ausente Presente  Ausente Presente
TENA7 1,62 a 2,2 aA 1,8abA 14,1aA 9,9 bB 7,7aA 6,8 aA 38,7aA 34,9 abA
TENAL16 1,58 a 2,2 aA 1,7 bB 13,5aA 10,2 bA 6,6 aA 7,1 aA 36,7 aA 38,3 abA
TENA31 1,62 a 1,8abB 2,2abA 13,4aA 11,7abA 7,6 aA 59aB 39,3aA 30,6 bB
TENA33 1,56ab 2,0abB 2,4aA 12,3aA 13,9 aA 6,9aA 7,5aA 32,5aB 43,9aA

Agua + tween 1,58 a 23aA 19abB 13,9aA 10,5 bB 7,0aA 6,3 aA 34,6 aA 33,7 abA
Sem tratamento 1,60 a 1,9abA 1,7 bA 142aA 9,9 bB 7,1aA 6,3 aA 33,8aA 31,6 abA
Fungicida 1,34 b 1,5 bA 1,7 bA 12,1aA 11,7abA 6,8aA 6,7 aA 38,8aA 37,6 abA

C.V. (%) 14,25 18,13 17,12 19,16 23,91

9L

Médias seguidas por letras iguais maitsculas na linha e mintsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. *Média de 56 repeti¢des.**Média de 16 repeticdes.



Confrontando os dados da emergéncia com o efeito dos tratamentos, sobre o acimulo
de matéria seca até os seis dias, estes foram similares (Tabelas 14 e 21 do capitulo III e Tabela
25 deste capitulo), tendo o tratamento com aplicag@o de captan resultado em menor percentual
de emergéncia e de massa seca das mudas que os demais tratamentos. Nas avaliagdes
subsequentes, porém, houve efeito significativo da interagdo tratamento e presenca de
Rhizoctonia tanto sobre a massa seca de raizes quanto da parte aérea (Tabela 25). Estas
diferengas foram mais acentuadas aos 14 dias (Tabela 25), com destaque para o tratamento
com o isolado TENA33 que, em geral, apresentou maior média de massa seca de raiz e parte
aérea.

Em geral, a massa seca da raiz e da parte aérea foi maior nas parcelas sem a presenga
de patégeno comparada as parcelas com patégeno, nos dois tratamentos testemunha, agua +
tween e sem nenhum tratamento (Tabela 25). Este resultado deve-se aos danos causados pelo
patéogeno aos sistema radicular e consequentemente a parte aérea. Esta tendéncia pode
também ser observada nos tratamentos com TENA7 e TENAI16. Nos tratamentos com
TENA31 ¢ TENA33, observou-se o contrario, maiores valores de massa seca das mudas
desenvolvidas nas parcelas com substrato infestado com Rhizoctonia. Nesta avaliag¢do, aos 14
dias, menores valores de massa seca de raiz foram registrados nas mudas dos tratamentos
testemunha, captan e TENA16 (Tabela 25).

Estes resultados ndo foram mantidos na avaliagdo aos 21 dias, onde, de forma geral
ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos. Nesta avaliacdo, pode-se destacar o
tratamento TENA33, com maior massa seca de parte aérea ¢ TENA31 com menor massa seca
de parte aérea, nas parcelas inoculadas com Rhizoctonia. Aos 21 dias, ndo houve diferencas
entre os tratamentos quanto ao efeito sobre a massa seca de raiz (Tabela 25). Ao analisar este
resultados porém, deve-se considerar o efeito da competicdo entre plantas, especialmente aos
21 dias, com baixo percentual de tombamento, cerca de 11% (Tabela 14 do capitulo III).

Analisando-se a massa seca de parte aérea (mg.planta'l) aos 21 dias (Tabela 25), os
tratamentos, no geral, apresentaram médias semelhantes a um estudo feito por Andriolo et al.
(2001) com mudas de tomateiro produzidas empregando diferentes métodos de irrigacao,
obtendo méximo de 0,039 g de massa seca.planta™ de parte aérea aos 24 dias apds semeadura.
O efeito dos tratamentos sobre a massa seca de parte aérea foi observado apenas na presenca
do patégeno, com diferenca significativa entre os tratamentos TENA33, com a maior massa
média, ¢ TENA31, com a menor massa média, sem diferirem, porém, das testemunhas
(Tabela 25). Observa-se que o valor obtido com o tratamento TENA33 na presenca de
Rhizoctonia, superou os valores dos outros tratamentos, reforcando a tendéncia de ser este,
um isolado que mantém, em alguns casos, e melhor em outros, as qualidades da muda em
condicdes de presenca de patogeno.

A massa seca de raizes neste experimento apresentou um maximo de 7,7 mg, muito
abaixo do valor obtido por Andriolo et al. (2001), provavelmente em fun¢do do tipo de
bandeja utilizada por eles, que foi de 128 células, demonstrando a limitagdo que pode ser
imposta as raizes de acordo com o compartimento acondicionado as mudas.

Observou-se efeito significativo dos tratamentos sobre o teor de N e efeito da
presenca do patdgeno sobre os teores de P e K.

O teor ¢ contetido de N apresentado pelas plantas ndo sofreu efeito significativo da
presenca ou auséncia de Rhizoctonia, que neste experimento apresentou 11,05% de
tombamento (Tabela 14 do capitulo III).

Aos 21 dias, houve maior teor de N nas mudas do tratamento com fungicida, € menor
teor nas mudas da testemunha sem tratamento. O tratamento com fungicida apresentou maior
teor e conteido de N (Tabela 26), apesar de menores valores de area radicular aos 21 dias
(Tabela 17 do capitulo III), iguais estatisticamente aos tratamentos com Trichoderma e agua +
tween. Estes resultados diferem dos de HARMAN (2000) que mostrou que sementes de milho
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(Zea mays L.) semeadas em solo com 7. harzianum (T-22) e baixo teor de N resultaram em
plantas vigorosas na maior parte da fase de crescimento e na maturidade, incluindo didmetro
de caule e maior rendimento de graos e silagem no campo.

Tabela 26: Efeito do tratamento de sementes com isolados de Trichoderma spp. e
de cultivar sobre o teor (%) e conteudo (mg. g muda™) de N em mudas de
tomateiro aos 21 dias ap6s semeadura em condi¢des de casa-de-vegetagdo.
Seropédica, 2007.

Tratamento™ Teor de N (%) Contetido de N (mg.planta™)
TENA7 1,29 ab 0,0511 ab
TENAI16 1,34 ab 0,0550 ab
TENA31 1,47 ab 0,0506 ab
TENA33 1,32 ab 0,0470 b
Agua + tween 1,24 ab 0,0466 b
Sem tratamento 1,LIS b 0,0393 b
Fungicida 1,58 a 0,0707 a
C.V.(%) 5,77

Cultivar**
Santa Clara 1,33 a 0,0561 a
Garrafinha Vermelho 1,35a 0,0468 b
C.V.(%) 0,85

Médias seguidas por letras iguais minusculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. *Média de 12 repeticdes. **Média de 42 repetigdes. (estas analises foram
efetuadas com trés repetigdes em fungdo de perda de parcela durante a digestdo de material e ndo
disponibilidade de mais matéria seca).

Houve efeito de tratamento e de cultivar sobre o contetido de N, efeitos de interacao
entre Tratamento x Rhizoctonia € Rhizoctonia x Cultivar sobre o conteido de P, e nenhum
efeito sobre contetido de K nas mudas aos 21 dias.

As mudas da cultivar Santa Clara apresentaram maior conteido de N que as de
Garrafinha Vermelho (Tabela 26), apesar de ndo ter sido observado efeito de cultivar sobre o
teor de N das duas cultivares, 1,33 % e 1,35 %, respectivamente. A diferenga no conteudo
deve-se a maior massa seca em Santa Clara (Tabela 25), que na média apresentou menor
percentual de emergéncia (Tabela 14 do capitulo III), com consequente redugdo na
competicao por espago e luz.

O conteudo de N, foi superior no tratamento com captan, que por sua vez nao diferiu
dos tratamentos com os trés isolados de Trichoderma TENA7, TENA16 ¢ TENA31 (Tabela
26). Este resultado deve-se ao maior teor de N nas mudas deste tratamento.

As mudas do tratamento com isolado de Trichoderma TENA33, apresentaram menor
conteudo de N que as do tratamento com captan, provavelmente devido as diferencas na
massa seca acumulada nas mudas destes dois tratamentos (Tabela 25), que por sua vez, esta
relacionada a porcentagem de emergéncia, maior nas mudas do tratamento TENA33, com
81,59%, que no de captan, com 75,0% (Tabela 14 do capitulo III).

Os teores de N observados nas mudas dos diferentes tratamentos e nas duas cultivares
sdo semelhantes aos registrados por Fayad ef al. (2002) , que obtiveram aos 12 dias apos
transplantio, teores de N e K iguais a 4,1% e 2,0% em tomateiro cv. Santa Clara, e de 1,5% e
1,3% em hibrido EF-50, respectivamente. Conforme o resultado obtido, diferentes cultivares
podem apresentar grande variabilidade quanto aos teores de N, P e K, como foi demonstrado
por Fayad et al. (2002) e podendo o teor de N no tecido vegetal variar com a espécie,
variedade, parte, desenvolvimento e estado nutricional da planta, em geral, situando-se entre
0,5 e 5% (TEDESCO et al., 1995).
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O teor de N, apesar de estar dentro da faixa descrita por TEDESCO et al. (1995) e
compativel com as de Fayad er al. (2002) foi influenciado pela presenca de duas
mudas.célula”, resultando em competicio por este nutriente pelas mesmas. As mudas ndo
apresentaram sintoma de deficiéncia de N, descritos como clorose generalizada e habito
estiolado, com crescimento retardado ou lento (EPSTEIN & BLOOM, 2006). Os teores de N
obtidos neste 1° experimento (Tabela 26), maximo de 1,58% para o tratamento com fungicida
e o valor minimo de 1,15% das sementes sem tratamento, ndo ficam muito distantes do valor
aproximado de ocorréncia em anélise de numerosas espécies vegetais apresentado por Epstein
& Bloom (2006).

A presenga do patdgeno afetou negativamente o teor de P e de K nas mudas de tomate
(Tabela 27). Os teores de P encontrados foram de 0,40 a 0,45%, dentro da faixa citada por
TEDESCO et al. (1995), que no tecido vegetal varia de maneira geral entre 0,08 e 1,5%.

Tabela 27: Efeito da presenca ou ndo de Rhizoctonia sobre o teor (mg.g massa seca™')
de P e K em mudas de tomates aos 21 dias apds semeadura em condi¢des de casa-de-
vegetagdo. Seropédica, 2007.

Rhizoctonia Teor de P (%) Teor de K (%)
Ausente 0,453 a 2,73 a
Presente 0,406 b 223 b
C.V. (%) 6,56 15,55

Meédias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Meédia de 3 repetigdes (estas analises foram efetuadas com trés repetigdes em fungdo de perda de parcela durante
a digestao de material e ndo disponibilidade de mais matéria seca).

Os teores e conteudos de N, P e K estdo relacionados com a presenga de Rhizoctonia,
consequentemente com a incidéncia de tombamento, que por sua vez, afeta o numero de
mudas em desenvolvimento por célula, e os valores de macronutrientes obtidos.

O contetdo de P, afetado pela interacdo Rhizoctonia x tratamento das sementes,
apresentou mais variagdes em fung¢do dos tratamentos na presenga que na auséncia do
patogeno (Tabela 28).

As mudas de ‘Garrafinha Vermelho’ na presenga do patdégeno apresentaram menor
conteudo de P (Tabela 28) do que na auséncia do mesmo.
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Tabela 28: Efeito da interacdo entre tratamento de sementes com isolados de
Trichoderma spp. e auséncia ou presenga de indculo de Rhizoctonia sp. e de cultivar
sobre o contetido de P (mg.planta™) em mudas de tomate, aos 21 dias ap6s semeadura
em condigdes de casa-de-vegetagdo. Seropédica, 2007.

Contetido de P aos 21DAS (mg.planta™)

Rhizoctonia
Tratamento Ausente Presente
TENA7 0,1988 aA 0,1596 abA
TENA16 0,1745 aA 0,1680 abA
TENA31 0,1668 aA 0,1266 bA
TENA33 0,1470 a B 0,2008 aA
Agua + tween 0,1807 aA 0,1499 abA
Sem tratamento 0,1387 aA 0,1436 abA
Fungicida 0,1695 aA 0,1909 aA
Cultivar

Santa Clara 0,1780 aA 0,1913 aA
Garrafinha Vermelho 0,1580 aA 0,1343 bB
C.V.(%) 1,52

Médias seguidas por letras iguais, maitsculas na linha e minusculas na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Média de 3 repeticdes.

O baixo percentual de tombamento, 11,05%, registrado neste ensaio, permitiu observar
efeito de tratamento sobre o contetido de P nas plantas, na presenca de Rhizoctonia (Tabelas
27 e 28). O tratamento com o isolado TENA33, em presenca de Rhizoctonia, apresentou
resultados de conteudo de P e massa seca maiores, apesar do maior nimero de plantas em
crescimento.célula’ competindo por espago e nutrientes. Esta restrigio por espago,
provavelmente ¢ fator responsavel pelo menor teor de P, e menor teor e contetido de N no
tratamento com o isolado TENA33.

O tratamento com o isolado TENA31, em presenga de Rhizoctonia, apresentou menor
conteudo de P (Tabela 28), menor acimulo de massa seca de raiz e de parte aérea aos 21 dias
(Tabela 25). Este tratamento resultou em maior percentual de tombamento (18,80%) das
mudas da cultivar Santa Clara. Porém, convém salientar que dentro da cultivar Garrafinha
Vermelho, o tratamento com o isolado TENA31 resultou em apenas 7,7% de tombamento,
evidenciando efeito de interacdo entre cultivar e isolado (Tabela 29).
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Tabela 29: Efeito de tratamento de sementes de variedades de tomate Santa Clara
‘Miss Brasil’ e Garrafinha Vermelho com isolados de Trichoderma spp. sobre o
tombamento total de mudas (%), semeadas em bandejas de polipropileno contendo
substrato inoculado com Rhizoctonia, sendo conduzidos dentro de casa-de-vegetagdo,
e avaliadas aos 21 dias apds semeadura (DAS). Seropédica, 2008.

Tombamento final (%)

Santa Clara Garrafinha Vermelho

Tratamento Com Rhizoctonia Com Rhizoctonia
TENA7 17,40 aA 10,62 aA
TENAL16 16,20 aA 9,80 aA
TENA31 18,80 aA 7,70 a B
TENA33 7,40 aA 5,90 aA
AGUA+Tween 10,52 aA 9,35 aA
Sem tratamento 6,65 aA 8,70 aA
Fungicida 9,82 aA 18,85 aA
C.V.(%) 48,05

Meédias seguidas por letras minusculas na mesma coluna e por letras maiusculas na mesma linha ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Média de 4 repeticdes.

O tratamento com fungicida captan em presenca de Rhizoctonia, apresentou maior
contetdo de P, devido ao maior acimulo de massa seca decorrentes da menor competicao
entre plantas por espago e nutrientes. Esta menor competi¢do entre plantas deve-se a maior
porcentagem de tombamento, que chegou a 18,8% nas mudas de ‘Garrafinha Vermelho’
(Tabela 29), semelhante ao observado com o tratamento com o isolado TENA31.

Entre esses dados e interacdes avaliados, o tratamento com TENA33 foi o que se
manteve mais estavel em relacao ao controle de tombamento nas cultivares Santa Clara Miss
Brasil e Garrafinha Vermelho, e manutencdo da qualidade nutricional das mudas.

Problemas fitossanitarios podem ocorrer em plantas com deficiéncia de P
apresentando desenvolvimento radicular limitado, comprometendo o processo de absorcao de
nutrientes. Além disso, as raizes podem ficar mais suscetiveis ao ataque de patdgenos
radiculares, devido a atividade microbiologica na rizosfera, menor resisténcia fisica a entrada
do patégeno devido menor quantidade de lignina e suberina e diminuicdo de defensivos
endogenos como alexinas, glicosideos, alcaldides e acumulacdo de substratos que seriam
fonte alimentar para os patéogenos (PRADO, 2008; MALAVOLTA, 2006).

O fosforo ¢ um constituinte integral de compostos importantes das células vegetais,
incluindo fosfato-agucares, intermediarios da respiragdo ¢ fotossintese, bem como
fosfolipideos que compdem as membranas vegetais, componente de nucleotideos utilizados
no metabolismo energético das plantas (como ATP) e no DNA ¢ RNA (PRADO, 2008; TAIZ
& ZEIGER, 2006). O tratamento com TENA33, apresentou maior conteido de P sé na
presenga de Rhizoctonia (Tabela 28), e 7,40 ¢ 5,90 % de tombamento nas cultivares Santa
Clara e Garrafinha Vermelho respectivamente, demonstrando efeito deste tratamento na
absor¢do de nutrientes apesar da limitacdo de espaco. Altomare (1999) reportou que certos
fungos fitopatogénicos, entre eles Rhizoctonia e Pythium, sdo incapazes de solubilizar
fosfatos, sugerindo que isolados de 7richoderma competentes na rizosfera podem ter algum
papel na supressao destes fitopatogenos pela retirada de P.

Alguns trabalhos indicam que Trichoderma spp. podem induzir resisténcia sistémica e
localizada a fitopatdgenos (YEDIDIA et al., 1999; HARMAN, 2004). Neste caso, os agentes
de biocontrole estimulariam os mecanismos de auto-defesa do vegetal (YEDIDIA et al., 2001;
BENITEZ et al., 2004), com respostas a presenca do antagonista resultando em mecanismos
de resisténcia induzida a patéogenos (LUCON, 2000; HARMAN, 2004). Trichoderma spp.
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como agentes de controle biologico podem ainda exercer efeitos positivos indiretos sobre
plantas com um aumento no crescimento da planta (KLEIFELD & CHET, 1992; YEDIDIA,
2001). O fosforo aumenta a resisténcia das plantas, por elevar o teor na planta ou por acelera a
maturacdo dos tecidos, auxiliando-a a escapar da infec¢do por patdogenos que tém preferéncia
por tecidos jovens e de um modo geral, o fosforo tem sido importante no decréscimo do
ataque dos fungos em diferentes espécies de plantas (ZAMBOLIM & VENTURA, 1993). Na
planta, o P ocorre em formas organicas e inorganicas (acumulado no vactiolo) que sdo
liberadas para o citossol a medida que a planta necessita, evitando prejudicar algum processo
fisiolégico importante, como a fotossintese, na auséncia de P no meio externo (PRADO,
2008), e também favorece o desenvolvimento do sistema radicular, inclusive de raizes
adventicias ao caule, e estimula o engrossamento do caule (FILGUEIRA, 2003), de modo que
pode ter influenciado na resisténcia ao tombamento.

O fosforo é absorvido da solucdo do solo na forma de H,PO; ou HPO,*,
predominando no solo a forma H,PO,", necessitando ocorrer o contato desse nutriente com a
raiz antes da ocorréncia da absor¢do propriamente dita (PRADO, 2008). O movimento do P
no solo ¢ governado pelo fendomeno da difusdo (movimento de ions a favor de um gradiente
de concentracao), responsavel por mais de 94% do contato P-raiz, caracterizado por percorrer
pequena distancia, recomendando-se por isso aplicagdo localizada para favorecer absorcao
(PRADO, 2008).

Para ions pouco méveis, como o fosfato, a absor¢do ¢ frequentemente relacionada com
o comprimento radicular (ARAUJO & MACHADO, 2006), sendo que neste experimento foi
melhor correlacionada com os dados de massa seca de raizes e de parte aérea, pois o
comprimento e, provavelmente, a area radicular amostrados ficaram limitados pelo recipiente.
Estudos demonstram que 7Trichoderma spp. sdo capazes de solubilizar diversos minerais
nutrientes vegetais, como fosfato de rocha, MnQO,, Fe,Os; e Zn, podendo o foésforo ser
solubilizado e armazenado na biomassa de Trichoderma para ser liberado numa forma
prontamente assimilavel proximo as raizes, apo6s lise do micélio com o passar do tempo
(ALTOMARE et al., 1999). Muito da natureza dindmica dos solos deriva direta e
indiretamente das raizes (EPSTEIN & BLOOM, 2006). Uma direta interagdo planta-fungo
pode ser responsavel pelo aumento de resposta de crescimento, assim como por outras
respostas na planta (YEDIDIA et al., 2001). Embora n3o seja 0 mecanismo mais importante
associado a espécies de Trichoderma potenciais agentes de controle bioldgico, a sua agdo
como promotores de crescimento ¢ extremamente relevante por poder contribuir para a maior
tolerancia das plantas a doengas por meio do aumento no crescimento da raiz ou parte aérea,
resisténcia a estresses bidticos ou abiodticos, e mudangas no status nutricional da planta
(HOWELL, 2003).

Em estudo reunindo diversos autores apresentando teores de macronutrientes em
tomate, Dechen et al. (1988) apresentaram valores de P que variaram entre 0,09% a 0,50%,
em parte aérea de tomateiro com 90 a 110 dias. Em vista do teor de P apresentados pelas
mudas neste experimento, pode-se presumir que este nutriente foi bem assimilado. Enquanto
0 nitrogénio e o potassio dos adubos permanecem em formas que as raizes podem aproveitar
durante um periodo mais ou menos longo, com o fésforo ndo se d4 o mesmo, pois ele pode
reagir de modo mais ou menos rapido com determinados componente do solo sendo
convertido em outras formas que as plantas ndo absorvem ou s6 o fazem com dificuldades
(MALAVOLTA, 1989).

Tedesco et al. (1995) consideram que o teor de K no tecido vegetal pode variar entre
0,2 e 10%, dependendo de varios fatores. Segundo Malavolta & Crocomo (1982), os teores
foliares de K que a cultura do tomate deve apresentar no inicio do florescimento considerado
adequado ¢ de 3,0% e deficiente ¢é de 1,5-2,0% respectivamente. O teor total de K na planta
para crescimento/desenvolvimento 6timo estaria entre 2% a 5% do peso da massa seca,
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podendo ainda ocorrer variagdo em fun¢ao da cultura e outros fatores (PRADO, 2008). Os
valores apresentados neste experimento encontram-se dentro das faixas relatadas e nao
apresentaram efeito dos tratamentos nem de cultivar, apenas respostas diferenciadas em
fun¢do de presenca ou auséncia de Rhizoctonia (Tabela 27). O que pode ser um indicativo de
relacdo com o patégeno, uma vez que no 2° experimento onde houve maior percentual de
tombamento, o teor de K foi mais elevado na presenga de Rhizoctonia, notadamente na
cultivar Perinha Agua Branca, onde apresentou teor médio de K de 5,67% (Tabela 32) e sera
discutido adiante.

3.2 Ensaio de Controle Bioldgico Il

Neste segundo ensaio, em geral, a massa seca das mudas foi maior em ‘Santa Clara
Miss Brasil” que em ‘Perinha Agua Branca’, nas trés avaliagoes, aos 10, 17 ¢ 24 dias (Tabelas
30 e 31), similar ao observado no ensaio anterior (Tabela 25), e nas parcelas com substrato
ndo infestado comparado as infestadas com Rhizoctonia (Tabelas 30 e 31). Este resultado
confirma o efeito deletério do patdégeno sobre o desenvolvimento das mudas.

Tabela 30: Efeito da intera¢do entre tratamento das sementes com isolados de
Trichoderma spp. e cultivar e presenga ou ndo de Rhizoctonia spp. sobre a massa seca de
mudas de tomate (mg.planta™), em condicdes de casa-de-vegetacdo, avaliadas aos 10
dias apds semeadura (DAS). Seropédica, 2008.

Massa Seca de Mudas (mg.planta™)

10DAS
Tratamento™ Santa Clara Perinha
TENA7 4,02 aA 1,53 aB
TENA16 4,22 aA 1,50 aB
TENA33 3,48 abA 1,42 aB
Agua+Tween 3,47 abA 2,11 aB
Fungicida 3,03 bA 1,44 aB
Rhizoctonia**

Ausente 2,84 a
Presente 240 b
C.V.(%) 25,59

Meédias seguidas por letras iguais, minusculas na coluna e maiusculas na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Média de 16 repetigdes. **Média de 40 repetigdes.

Observou-se, na presenga de Rhizoctonia, maior massa seca de rdizes aos 17 dias
(Tabela 31), devido a maior disponibilidade de espaco resultante da ocorréncia de
tombamento, 42,62%. Da mesma forma, aos 24 dias apds o semeio, observou-se maior massa
seca de raiz e de parte aérea nas parcelas infestadas as ndo infestadas. Este resultado deve-se,
provavelmente, a menor competicdo por espaco ¢ luz na primeira, decorrente do menor
nimero de plantas e maior desenvolvimento das plantas sobreviventes, visto a ocorréncia de
42,62% de tombamento (Tabela 21 do capitulo IIT). Este efeito foi mais acentuado em ‘Santa
Clara Miss Brasil’, onde ocorreu maior porcentagem de tombamento, 43%, e menor
emergéncia, 85,37%, comparado com ‘Perinha Agua Branca’, que apresentou 39% de
tombamento e 94,47% de emergéncia (Tabela 21 do capitulo III).
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Tabela 31: Efeito da interagdo entre cultivar ¢ presenca ou ndo de Rhizoctonia sobre a massa seca
de mudas de tomate (g.planta™), em condicdes de casa-de-vegetacio, avaliadas aos 17 e 24 dias
apos semeadura (DAS). Seropédica, 2008.

Massa Seca (mg.planta’l)

17 DAS 24 DAS
Planta inteira* Raizes** Parte Aérea* Planta inteira*
Rhizoctonia Rhizoctonia
Cultivar* Ausente  Presente Ausente Presente  Ausente  Presente

Santa Clara 14,62 aA 9,77aB 4,155a 419aB 54,1aA 455a B 589aA
Perinha 7,71 bA 5,84 bA 2357 b 29,9 bA 31,9 bA 31,8 bA 34,7 bA
Rhizoctonia**
Ausente 11,1 a 2,728 b
Presente 7.8 b 3,784 a
C.V.(%) 34,90 38,35 14,40 13,77

Médias seguidas por letras mintsculas na mesma coluna e por letras maitsculas na mesma linha néo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Média de 20 repetigdes. **Média de 40 repetigdes.

Neste ensaio nao foi observado efeito dos tratamentos das sementes sobre os teores e
conteudos de N, P e K. Observou-se no entanto efeito de cultivar sobre o conteido de N, P e
K e da presenca ou nao do patdégeno sobre o conteudo de P e K e da interagdo cultivar x
Rhizoctonia sobre o teor de K (Tabela 32).

Tabela 32: Efeito de cultivar sobre o contetido de N ¢ de P (mg.planta™), da presenga ou nio
de Rhizoctonia sobre o contetdo de P (mg.planta™), da interagdo entre cultivar e presenca ou
ndo Rhizoctonia sp. sobre o teor de K (%) e de cultivar e presenca ou ndo Rhizoctonia sp
sobre o conteudo de K, em mudas de tomate, em condi¢des de casa-de-vegetacdo, avaliadas
aos 24 dias apds semeadura (DAS). Seropédica, 2008.

Cultivar Contetido de N (mg.planta™) Contetido de P (mg.planta™)
Santa Clara 0,1648 a 0,0292 a
Perinha 0,1168 b 0,0198 b
C.V. (%) 1,85 0,41

Rhizoctonia Contetido de P (mg.planta™)
Ausente 0,0223 b
Presente 0,0267 a
C.V. (%) 0,41
Teor de K aos 24 DAS (%)
Rhizoctonia

Cultivar Ausente Presente
Santa Clara 4,54 aA 4,41 bA
Perinha 4,14a B 5,67 aA
C.V.(%) 11,21

Cultivar Contetido de K (mg.planta™)
Santa Clara 0,2178 a
Perinha 0,1518 b

Rhizoctonia
Ausente 0,1575 b
Presente 0,2121 a
C.V. (%) 2,75

Médias seguidas por letras miniisculas na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Média de 4 repetigdes.
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Estes resultados estdo diretamente relacionados ao de massa seca, maior em Santa
Clara, e nas parcelas infestadas com Rhizoctonia (Tabela 31), que foi influenciado pela
disponibilidade de espagco em funcdo da porcentagem de emergéncia e ocorréncia de
tombamento (Tabela 21 do capitulo III).

A qualidade das mudas avaliada pelas variacdes de massa seca, teor e conteido de
macronutrientes N, P e K mostraram pouco efeito significativo dos tratamentos, observando-
se apenas os efeitos da presenga de Rhizoctonia e de cultivar. A pouca influéncia dos
tratamentos pode ter sido ocasionada pela forma de inoculagdo dos isolados de Trichoderma
sobre as sementes, onde neste ensaio foi feita nas bandejas, pela adicdo de ImL da suspensao
de conidios de Trichoderma, por célula, e embora tenha sido usada um concentracdo bem
maior, 2 x 10° conidios.mL™" de 4gua com tween. Outro ponto importante é a populagio de
Rhizoctonia, adicionada ao substrato na forma de micélio e em doses altas comparado as de
Trichoderma. A inoculagdo de Trichoderma por imersdo mostrou-se mais eficiente, uma vez
que no primeiro ensaio, possibilitou observar efeito dos tratamentos nas diferentes variaveis
analisadas.

Os teores de K apresentados pelas plantas também foram elevados nas parcelas nio
infestadas com patdgeno, acima de 4,0%, maior que o observado no experimento anterior
(Tabela 27). Dentro da cultivar Perinha Agua Branca, observou-se teor de potéssio igual a
5,67% na presenca de Rhizoctonia, que diferiu estatisticamente do teor de 4,14% na auséncia
do patogeno.

Os resultados em substrato infestado com Rhizoctonia foram obtidos das mudas que
sobreviveram ao tombamento, ¢ onde algumas apresentavam alguma lesdo ocasionada pelo
patégeno e que ndo foram diferenciadas na coleta de amostras para anélise. Desta forma os
teores ¢ conteudos apresentados pelas analises demonstram o estado em que as mudas se
apresentavam apos sobreviverem a condicao de stress ocasionado pela presenca de patogeno,
que neste ensaio ocasionou 42,62% de tombamento. De forma geral, o fornecimento
equilibrado de K a planta diminui a incidéncia de doengas em razdo do aumento da resisténcia
a penetracdo e desenvolvimento de alguns patogenos (BASSETO et al., 2007), uma vez que a
sintese de proteinas, de agucares, celulose, parede celular, amido sdo promovidos pelo
potassio (MALAVOLTA & CROCOMO, 1982). O potassio ndo faz parte de nenhum
composto organico na planta, ndo tendo fun¢do estrutural, mas sua principal fungdo ¢ de
ativador enzimdatico (PRADO, 2008) de um grande nimero de enzimas encontradas nas
células vegetais, principalmente dos grupos das sintetases, oxidoredutases, desidrogenase e
quinases, estando estreitamente relacionado com os processos de assimilacdo de CO; e de
nitrogénio, favorecendo a formagdo de compostos nitrogenados de alto peso molecular como
as proteinas, e a sintese, translocacdo e armazenamento de agucares (MALAVOLTA &
CROCOMO, 1982). As interagdes que envolvem o potassio podem ser especialmente
significativas, pois podem influenciar na disponibilidade de nutrientes, alterar processos
fisiologicos vitais, levar a mudangas na qualidade e producdo das culturas, sendo a interagdao
entre nitrogénio e potassio muito estudada com respeito a produg¢ao de matéria seca, qualidade
do produto colhido, bem como em relagdo a pardmetros como resisténcia a doenca e
acamamento da planta (USHERWOOD, 1982). Na cultura de soja, o incremento de K no
solo, sob condi¢des de casa-de-vegetagdo, ndo resultou em resposta positiva para controle
cultural da mela ocasionada por Rhizoctonia solani AG-1 1A, nem influenciaram no acumulo
de massa seca aos 42 dias ap6s semeadura (BASSETO et al., 2007). Neste experimento,
apesar do teor de K mais elevado, também nao se observou resposta positiva sobre o controle
de tombamento.

Sob condigdes de nitrogénio adequado e de potassio inadequado, as plantas podem
ficar mais suscetiveis a organismos responsaveis por podriddo do colmo, e consequente
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acamamento (USHERWOOQOD, 1982), por outro lado, aumentos no nivel de K na planta além
do 6timo ndo causa efeitos substanciais nos constituintes organicos e nem na resisténcia a
doengas (ZAMBOLIM & VENTURA, 1993). Os teores e conteudos de K apresentados pelas
plantas foram elevados nas plantas que sobreviveram ao tombamento.

As vezes, um teor excessivo de K na planta também pode se manifestar comumente
como caréncia de magnésio induzida (MALAVOLTA & CROCOMO, 1982), porém, analises
de Ca e Mg nao foram realizadas impossibilitando uma discussdo a respeito. O conteudo de K
da parte vegetativa da planta, expresso como peso seco, ¢ maior quanto mais jovem for o
material, devido ao fato de que os materiais mais jovens sdo mais ricos em agua (baixo teor de
matéria seca) e esta agua, presente principalmente nos vacuolos, necessita de K por razdes
osmoticas (MENGEL, 1982).
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4 CONCLUSOES

A influéncia dos tratamentos com os isolados de Trichoderma spp. sobre o
desenvolvimento das plantas pode ser observada apenas no ensaio com menor ocorréncia de
tombamento das mudas.

O tratamento com o isolado de Trichoderma TENA33 resultou em maior porcentagem
de emergéncia, menor percentual de tombamento, em relacio aos demais tratamentos e
melhor qualidade nutricional das mudas. O tratamento com o isolado TENA31 apresentou
maior afinidade e interagdo com as sementes de tomate de ‘Garrafinha Vermelho’,
favorecendo maior controle de tombamento nesta cultivar.

As cultivares testadas responderam de forma distinta nos tratamentos, independente da
presenca ou ndo de Rhizoctonia solani, com maior desenvolvimento de ‘Santa Clara Miss
Brasil’ comparado a ‘Perinha Agua Branca’ e ‘Garrafinha Vermelho’.

A ocorréncia de tombamentos, e consequente redu¢do do numero de mudas por
parcela, resultaram em maior acimulo de massa seca e conteudo de P ¢ K ¢ em menor
competicao entre plantas.

A avaliagdo do efeito de patogeno e dos tratamentos sobre o desenvolvimento das
plantas ¢ dificultado pela alteragdo da populacdo de plantas ao longo do ensaio, sendo
necessario o uso de delineamento ¢ métodos de avaliacdo que corrijam este efeito.
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CAPITULO V

TRATAMENTOS TERMICO E QUIMICO DE SEMENTES DE
TOMATEIRO (Lycopersicon esculentum Mill.) ASSOCIADOS A
MICROBIOLIZACAO COM Trichoderma spp.



RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da associagdo entre tratamentos
térmico ¢ quimico e¢ a microbiolizagdo de sementes de tomate com isolados previamente
selecionados de Trichoderma spp. Foram utilizadas sementes de tomate da cultivar Perinha
Agua Branca, quatro tratamentos de erradicagdo de patogenos das sementes: i) tratamento
térmico, via calor seco a 70 °C, por 96 h; ii) tratamento térmico via umida com agua a 50 °C,
durante 30 min; iii) HCl a 5%, durante 10 min, iv) e testemunha sem qualquer pré-tratamento,
associados a aplicagdo de tratamentos de microbiolizacdo com isolados de Trichoderma spp.
1) TENA7, i1) TENAL16 e iii) TENA7 + TENA16; iv) fungicida captan (3g de captan/1000 g
de sementes), e v) testemunha. Utilizou-se o delinecamento de blocos ao acaso, em esquema
fatorial 4x5, com quatro repetigdes. Os isolados de Trichoderma spp. utilizados foram
aplicados a concentracdo de 5x10* conidios.mL™ em 4gua destilada com tween 80 por meio
da imersdao das mesmas na suspensdao de conidios durante 10 min. As sementes foram
semeadas em caixas tipo gerbox com papel e em bandejas de aluminio contendo substrato
para producdo de mudas de hortaligas, com 50 sementes/parcela. O teste nas condi¢des de
gerbox demonstrou ser um bom método para diagnosticar o sucesso do processo de
inoculacdo, detectando a presenca do organismo bioloégico protetor utilizado na
microbiolizagdo; os tratamentos com agua a 50° C durante 30 min e com HCI a 5% durante
10 min associados a protetor biologico TENA16, apresentaram boa porcentagem final de
germinagdo. O tratamento de sementes via calor seco a 70° C/ 96 hs associado a protetor
biologico resultou em baixa germinagdo de sementes tanto em gerbox quanto em substrato.
Em substrato, os tratamentos de sementes com agua quente associados a TENA7 ou a
TENA16 como protetores bioldgicos apresentaram os melhores resultados de emergéncia aos
14 DAS. A associagdo de tratamento com HCIl a 5% por 10 min com o isolado TENA7 de
Trichoderma foi o que proporcionou maior porcentagem de emergéncia aos 15 dias e de
massa seca de raizes aos 30 dias apds o semeio.

Palavras-chave: prote¢ao de sementes, erradicagdo de patogenos, controle bioldgico.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of the combination between thermal and chemical
treatments and microbiolization of tomato seeds with previously selected isolates of
Trichoderma spp. Were used tomato seeds of cultivar ‘Perinha Agua Branca’, four treatments
for the eradication of pathogens from seed: i) heat treatment, via dry heat to 70 oC for 96 h, ii)
wet heat treatment with water at 50 ° C for 30 min, iii) 5% HCI for 10 min, iv) and control
without any pre-treatment, with the introduction of treatments microbiolization with
Trichoderma spp. 1) TENA7, i1) TENA16, iii)) TENA7 + TENA16, iv) captan fungicide (3g
captan/1000 g of seeds), and v) control. Were used the design of randomized blocks in
factorial scheme 4x5, with four replications. Isolates of 7Trichoderma spp. were applied to the
concentration of 5x10* conidia.mL™ in distilled water with Tween 80 by immersing the
samples in the conidial suspension for 10 minutes. Seeds were sown in boxes gerbox with
paper and aluminum trays containing substrate for growing seedlings of vegetables, with 50
seeds per plot. The gerbox test conditions proved a good method to diagnose the success of
the inoculation process, detecting the presence of the biological organism protector used in
microbiolization; treatments with water at 50 © C for 30 minutes and with HCI 5% during 10
minutes associated with biological protector TENA16, had good final germination percentage.
Seed treatment by dry heat at 70 © C / 96 hours associated with biological shield resulted in
low germination in both seedling and in the substrate. On a substrate, the seed treatment with
hot water associated with TENA7 or TENA16 as biological protectors presenting results of
emergency at 14 DAS. The association of treatment with 5% HCI for 10 minutes with the
strain of Trichoderma TENAT promoted the highest percentage of emergency for 15 days and
dry weight of roots at 30 days after sowing.

Keywords: protection of seed, eradication of pathogens, biological control.
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1 INTRODUCAO

As sementes infectadas constituem um dos mais eficientes meios de disseminagao de
patdgenos de plantas. Semente contendo estruturas de patdgeno em sua superficie ou interior
¢ fonte primaria de indculo, desempenhando papel capital na transmissao ou introdugdo de
doengas num novo ambiente de cultivo. O uso de lotes de sementes contaminadas, mesmo que
em baixas propor¢des, pode resultar em graves epidemias no campo, e ainda afetar
diretamente a produtividade e o rendimento da cultura, ainda que ndo ocorra a morte total das
plantas (AGRIOS, 1997; CARMO et al., 1996b).

A intensidade com que patdgenos ocorrem no Vviveiro ou no campo, €
conseqiientemente os danos causados, depende de uma série de fatores como condi¢des de
ambiente predominante, suscetibilidade da cultivar plantada, viruléncia do patégeno além dos
diferentes aspectos relacionados ao manejo da cultura. Além destes fatores, a quantidade
inicial do inoculo ¢ fator critico para o estabelecimento da doenga e desenvolvimento da
epidemia. Neste particular, as sementes podem representar importante fonte de indculo
primario quando ndo sdo observados a sua qualidade sanitaria, nem métodos de tratamento
eficientes (BAKER & SMITH, 1966; MACHADO, 2004; MARCOS FILHO, 2005).

O tratamento de sementes pode ser entendido como qualquer operacao que envolva as
sementes, visando melhoria ou garantia de seu desempenho em condigdes de cultivo
(MACHADO, 2000). O tratamento de sementes pode ser feito pela aplicagdo de produtos de
natureza quimica, bioldgica, nutricional ou hormonal, de processos como embebicdo ou
secagem, ou de distintas formas de energia como a irradia¢do, calor, magnetismo ou
eletricidade (GIMENEZ-SAMPAIO & SAMPAIO, 1994). O tratamento de sementes, visando
o controle, pode ser feito pela aplicacdo de procedimentos que resultem na eliminagdo do
indculo associado as sementes, protecdo das sementes e da parte aérea contra ataque de
patégenos presentes no solo e prevencdo da transmissdo e disseminagdo de indculo
(MACHADO, 2000).

Desde a descoberta do tratamento de sementes para controlar doencas, uma grande
variedade de alternativas quimicas, bioldgicas, fisicas ¢ mecanicas tém sido usado para
eliminar patégenos da por¢do interna e externa de sementes, e para ajudar na prote¢do das
sementes contra patogenos do solo (NEERGARD, 1977).

A semente em germinagdo e o solo ao seu redor representam um rico habitat para o
desenvolvimento de microrganismos e o estabelecimento dos mesmos (NELSON, 2004). A
maior parte dos trabalhos com tratamento bioldgico de sementes visa principalmente controlar
0s patdgenos que causam as podriddes de sementes, o tombamento, a morte das plantulas e as
podridoes radiculares, sendo verificado também agdo sobre o crescimento das plantas
relacionado com a inibi¢ao de patégenos secundarios da rizosfera (LUZ, 1993).

A produtividade do tomateiro pode ser significativamente reduzida por varias doengas
de etiologia fungica e bacteriana. Varias destas doencas t€ém as sementes como a principal
fonte de indculo primario (MACHADO, 2000; KIMURA, 1984; SCHAAD, 1982;
SCHAAD,1988; SHARON et al., 1982; SHEKHAWAT & CHACKRAVARTI, 1979) e a sua
utilizagcdo pode resultar em severas epidemias no viveiro € no campo, ocasionando grandes
perdas na producao (CARMO et al.,1996; HARMAN, 1983; RICHARDSON, 1979). Entre as
principais doencas fungicas transmitidas por sementes estdo a pinta preta ou mancha de
alternaria, causada por Alternaria solani (Ell. & Martin) Jones & Grout; a septoriose ou
mancha de septoria, causada por Septoria lycopersici Speg.; a mancha de stenfilio, causada
por Stemphylium solani Weber, a requeima do tomateiro causada por Phytophtora infestans
(Mont) De Bary e a murcha de fusarium, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Snyder & Hansen; a antracnose, ocasionada por Colletotrichum gloeosporioides Penz
(KUROZAWA & PAVAN, 1997; ZAMBOLIM et al., 2000).
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A eficiéncia da transmissdo de patogenos pelas sementes e a intensidade dos danos
causados no viveiro ou no campo dependem de uma série de fatores como a natureza do
proprio patogeno e sua viruléncia, condicdes de ambiente predominante, suscetibilidade da
cultivar plantada além dos diferentes aspectos relacionados ao manejo da cultura.

Entre os métodos de tratamento mais eficientes estd o tratamento térmico com o uso de
calor, e o tratamento quimico com &cido cloridrico (KIMURA, 1991; MARINGONI &
KUROZAWA, 1994; MACHADO, 2000; SILVA et al., 2002; CARMO et al., 2004). Estes
métodos de tratamento ndo sdo seletivos, e atuam contra fitobactérias e outros
microrganismos residentes nas sementes. A acdo do calor pode atingir estruturas de
patégenos, bem como de outros microorganismos localizados externa e internamente nas
sementes (MACHADO, 2000). O principio basico deste tratamento ¢ baseado na diferenca
dos pontos térmicos letais do patdgeno e da semente, e a possibilidade de sucesso reside na
diferenca entre a temperatura para inativagdo do patéogeno e da semente (BAKER, 1966;
MACHADO, 2000).

O tratamento das sementes com &cido cloridrico a 5% ¢ feito principalmente para a
erradicacdo de patdgenos por meio da desinfeccdo superficial. Neste tipo de tratamento ha
uma maior eficiéncia no controle de patdgenos localizados na parte externa das sementes,
podendo também ocorrer redug¢do da germinagdo (LOPES & QUEZADO-SOARES, 1997).

O tratamento térmico e o tratamento com acido cloridrico ndo oferecem uma protecao
residual as sementes, anulando uma ac¢do preventiva contra patdégenos presentes no solo. A
utilizagdo de Trichoderma spp. e Gliocladium spp. pode vir a ser um método complementar
de grande valia, agindo como protetor de sementes, de raizes e de plantulas, promotor de
germinagdo e da qualidade das mudas e da cultura, além de beneficios relativos a microflora e
a diversidade (PAPAVIZAS, 1985).

A utilizagdo de uma associagdo de tratamentos térmicos e quimicos com a inoculacao
de microrganismos antagonistas de controle biologico, como Trichoderma spp. e Gliocladium
spp., sobre as sementes ¢ uma alternativa que deve ser melhor estudada. Isolados de
Trichoderma spp. aplicados a semente podem proteger a plantula por serem os primeiros
colonizadores da rizosfera (SIVAN & CHET, 1989; LUZ, 1993; MELO, 1996),
proporcionando protecdo contra diversos patdogenos de solo. Estes microrganimos sdo citados
ainda como promotores de crescimento (ALTOMARE et al., 1999; INBAR et al., 1994;
KLEIFELD & CHET, 1992; WINDHAM & ELAD, 1986; YEDIDIA, 2001).

O uso de técnicas de controle biolégico no manejo de doengas, apesar das muitas
pesquisas € do reconhecido potencial, esbarra na falta de dados praticos e de métodos de
aplicacdo que tornem a técnica rotineira para os produtores. Uma das alternativas bastante
citadas ¢ a associagdo entre a aplicacdo de microrganismos antagonistas as sementes
(microbiolizacdo) associado a métodos de tratamentos para erradicacdo de fitopatogenos das
sementes como a termoterapia (REIFSCHNEIDER, 1985; SILVA et al, 2002; CARMO et al.,
2004), écido cloridrico (MARINGONI & KUROZAWA, 1994; CARMO et al., 2004),
antibidticos e fungicidas (MENTEN, 1995; MACHADO, 2000). Estes procedimentos podem
reduzir drasticamente a microflora das sementes (MACHADO, 2000) ¢ a aplicagdo de
microrganismos benéficos previamente selecionados poderia vir a contribuir para protecao
das sementes e plantulas devido ao estabelecimento destes como colonizadores primarios da
regido da espermosfera e da rizosfera, impedindo ou reduzindo a acdo de patdgenos
originalmente presentes nas sementes ou no solo ou substrato.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de tratamentos térmicos e
quimico e associados a microbiolizacdo com isolados previamente selecionados de
Trichoderma spp. sobre a qualidade das sementes e plantulas de tomate.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Patologia de Sementes do Departamento
de Fitotecnia, Instituto de Agronomia, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Utilizaram-se sementes de tomate, cultivar Perinha Agua Branca. As sementes foram
obtidas de frutos maduros, recém-colhidos em plantio realizado no Setor de Horticultura do
Instituto de Agronomia da UFRRIJ, no periodo de julho a novembro de 2008, e retiradas
manualmente. Logo apos a extragdo das sementes estas foram postas para fermentar por trés
dias no préprio suco do fruto sem adigdo de agua. A seguir, foram lavadas em agua corrente
com auxilo de peneira granulométrica, postas para secar em estufa de ventilacdo forcada a
25°C, por trés dias e armazenadas em recipiente de vidro sob refrigeragao de geladeira.

Foram avaliados quatro tratamentos de erradicagdo de patogenos das sementes, a
saber: (i) tratamento térmico, via calor seco a 70 °C por 96 h sob ventilagdo for¢ada (SILVA
et al, 2002; CARMO et al., 2004), (ii) tratamento térmico via imida com agua mantida a 50
°C por 30 min (REIFSCHNEIDER, 1985; CARMO et al., 2004); (iii) HCI a 5% por 10 min
(MARINGONI & KUROZAWA, 1994; CARMO et al., 2004); além da (iv) testemunha sem
qualquer pré-tratamento, associados a aplicagdo de tratamentos de prote¢do, a saber:
microbiolizagdo com isolados de Trichoderma sp. (i) TENA7 (isolado de raiz de tomate),
(1) TENAT16 (isolado de madeira de pinho) e (iii) TENA7+TENAI16 , (iv) fungicida captan
(3g de captan/1000 g de sementes) e (v) testemunha. A microbiolizacdo foi feita na
concentracio de 5x10* conidios.mL™ em 4gua contendo uma gota de tween 80 por L. A
aplicacdo dos tratamentos de proteg¢do foi feita logo apos os tratamentos de erradicacdo das
sementes, por meio da imersdo das mesmas na suspensdo de conidios por 10 min. Utilizou-se
o delineamento de blocos ao acaso, em esquema fatorial 4x5, totalizando 20 tratamentos, com
quatro repetig¢des.

As sementes foram submetidas aos seguintes testes para avaliacdo da qualidade
fisiologica: teste de germinagdo, teste de emergéncia em substrato, peso da matéria seca de
raiz e de parte aérea.

O teste padrao de germinagao foi conduzido em caixas plasticas tipo gerbox contendo
trés folhas de papel germiteste, umedecido com dgua esterilizada em proporcao de 2,5 vezes o
peso do papel, com a distribuicio de 50 sementes por caixa. As caixas gerbox foram
acondicionadas em germinador regulado para a temperatura de 25° C e fotoperiodo de 12 hs e
80% de umidade relativa. As avaliacdes foram realizadas aos cinco e 14 dias apds a
semeadura, e foram avaliadas seguindo as recomendacdes das Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 1992), e para a qualidade sanitaria conforme metodologia descrita por
Silva et al. (2002). O teste de emergéncia em substrato comercial para hortalicas, foi feito
simultaneamente ao teste em gerbox, com quatro repeticdes de 50 sementes. Utilizaram-se
caixas de aluminio, 22,0 x 15,0x 5,0 cm contendo substrato comercial para producdo de
mudas (Plantmax®®) ¢ a distribui¢do de 50 sementes por caixa. O semeio foi feito a 1,5 cm
de profundidade e as caixas acondicionadas em germinador regulado para 25° C e 12 hs de
fotoperiodo. As avaliagdes de emergéncia foram feitas aos cinco, 14 ¢ 30 dias apds o semeio
contando-se o numero de plantulas emergidas. A avaliacdo da massa seca das mudas foi
realizada aos 30 dias ap6s semeadura. As mudas emergidas foram cuidadosamente retiradas e
seccionadas em duas partes, raizes e parte aérea. As raizes foram lavadas em agua corrente e
em seguida as amostras foram retiradas para isolamentos em meio BDA visando a
recuperacdo do isolado originalmente inoculado conforme Carvalho (2004). A parte aérea e as
raizes restantes foram colocadas em sacos de papel, e secas em estufa com circulagdo de ar a
temperatura de 70° C, durante trés dias, quando atingiu peso constante.

Os dados obtidos, em porcentagem, foram submetidos a analise de variancia e teste de
Tukey para comparagdo das médias.

96



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se efeito significativo de tratamento de erradicacdo, de tratamento para
protecdo e de interacdo entre estes sobre a porcentagem de germinagdo e de emergéncias das
plantulas de tomate, avaliados aos cinco e 14 dias ap6s o semeio.

As sementes sem qualquer tratamento térmico ou quimico associado ao fungicida, bem
como a testemunha sem associacdo com protetor, apresentaram 92,50% e 92,00% de
germinacgao, respectivamente (Tabela 33).

A porcentagem de germinagdo das sementes aos cinco dias, no teste em caixas tipo
gerbox, foi muito baixa na maioria dos tratamentos, sendo, porém, significativamente maior
no tratamento com HCI sem associagcdo com protetor, 12,00% (Tabela 33). Nas condi¢cdes de
gerbox, aos cinco dias, 100% das sementes microbiolizadas com isolados de Trichoderma
apresentavam-se colonizadas pelo fungo, facilmente visivel a olho nu nas sementes tratadas
com TENA16, devido a sua coloragdo verde mais escura, e com auxilio de microscopio 6tico
nas sementes tratadas com o isolado TENA7. Em gerbox, os tratamentos com fungicida e
testemunha ndo apresentaram incidéncia dos antagonistas, indicando auséncia de
contaminagao entre as parcelas.

Tabela 33: Efeito do tratamento de sementes e microbiolizacdo com isolados de Trichoderma
spp. sobre a germinacdo de tomate cultivar ‘Perinha Agua Branca’, semeadas em caixas
plasticas tipo gerbox com papel germitest. Seropédica, 2009.

Germinacdo aos 5 DAS (%) em papel

Protetores
Tratamentos TENA7 TENA16 TENA7+TENA16 Fungicida Testemunha
HCI 0,00aB 0,50aB 0,00aB 0,50aB 12,00 aA
50°C 0,00aB 0,50aB 0,00 aB 0,00aB 4,50 bA
70° C 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 cA
Sem tratamento 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 1,50 aA 1,00 bcA
C.V. (%) 39,26

Germinagdo aos 14 DAS (%) em papel

Protetores
Tratamentos TENA7 TENA16 TENA7+TENA16 Fungicida Testemunha
HCl 1,50 aB 66,50 aA 1,50 aB 88,50 aA 79,50 abA
50°C 3,50 aB 75,00 aA 2,00 aB 87,00 aA 66,00 abA
70° C 2,00aC 27,00 bB 2,50aC 45,50 bA 60,00 bA
Sem tratamento 1,50 aC 58,50 a B 7,50aC 92,50 aA 92,00 aA
C.V. (%) 24,53

Letras minusculas iguais seguidas na mesma coluna e maitsculas na mesma linha nio diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5%. Média de 4 repetigdes.

Aos 14 dias, observou-se maior porcentual de germinacdo das sementes resultantes
dos tratamentos com HCI e com agua quente a 50° C associados a aplicagao do isolado TENA
16, ao fungicida ou sem nenhum tratamento (testemunha), comparado aos mesmos
tratamentos associados com TENA 07 e TENA 07+ TENA 16 (Tabela 33).

Carmo et al. (2004) citam que em testes realizados em caixas gerbox com sementes de
tomate, o tratamento com HCI a 5% durante 10 min, foi eficiente na erradicagdo de
Xanthomonas vesicatoria, porém afetou a qualidade de sementes, apresentando cerca de 21 %
de germinacao aos 15 dias, que pode estar relacionado a efeito residual de HCI. Este resultado
relatado ¢ inferior ao observado no presente trabalho, onde procedeu-se intensa lavagem das
sementes apos o tratamento quimico.
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Entre os métodos de erradicagdo, observou-se menor porcentagem de germinagao nas
sementes submetidas ao tratamento térmico a seco (70 °C por 96 hs), independente do
tratamento posterior para protecdo das sementes, indicando efeito deletério deste
procedimento sobre as sementes de tomate, reduzindo o vigor e a germinagdo. A exposi¢ao ao
calor seco a 70° C por 96 hs controlou Xanthomonas vesicatoria pv. vesicatoria, bem como
Aspergillus spp. € Rhizopus spp. e outras bactérias como Erwinia e Bacillus (CARMO et al.,
2004), mas pode provocar redugdo do vigor, da germinacdo das sementes, devido a maior
lixiviagdo de exsudados (LOPES & ROSSETO, 2004) e alteragdes na estrutura destas, como
na regido dos tricomas, provavelmente devido ao reduzido teor de agua das sementes
submetidas a esse tratamento (SILVA ef al., 2002). Este fendmeno estd diretamente
relacionado a liberagdo de exsudatos durante o processo de embebi¢do. Sementes mais secas
apresentam maior liberacdo de exsudados do que as mais umidas, acarretando prejuizos pela
entrada mais rapida de agua (MARCOS FILHO, 2005), o que sugere ser necessario um
periodo de adaptacdo das sementes em temperatura ambiente, antes de submeté-la ao processo
de inoculagdo. Provavelmente o processo de inoculagdo com Trichoderma spp. por meio de
imersdo em solu¢do com 4gua, acentuou os danos aos tecidos e consequentemente a
capacidade germinativa das mesmas, comprovado pela baixa germina¢io nos tratamentos com
inoculagdo comparado ao tratamento térmico a 70° apenas (60%), como pode ser observado
na avaliagdo de germinagdo aos 14 dias (Tabela 33). A porcentagem de germinacdo das
sementes submetidas ao tratamento térmico a 70° C/ 96h, foi semelhante a obtida por Carmo
et al. (2004).

Os resultados para a velocidade de emergéncia avaliados em substrato (Tabela 34),
diferem daqueles observados em caixas tipo gerbox (Tabela 33). No substrato, observaram-se
porcentagem de emergéncia aos cinco dias muito maior que a de germinagdo aos cinco dias
em caixas gerbox, exceto para o tratamento a 70° C, que se manteve baixa (menor que 3,0%)
(Tabela 34). De forma geral, as maiores velocidades de emergéncia foram observadas nos
tratamentos com HCI ¢ a 50° C associados com TENA 16 ¢ TENA 07 ¢ a combinacao destes,
comparada aos tratamentos com fungicida e a testemunha.

O tratamento de sementes em agua quente a 50° C associado a microbiolizagdo com o
isolado Trichoderma TENA16 foi o que apresentou melhores resultados aos cinco DAS (dias
apods semeadura), com 54,50% de plantulas emergidas, ¢ na avaliagdo aos 14 DAS, apresentou
72,50% de emergéncia (Tabela 33).
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Tabela 34: Efeito do tratamento de sementes € microbiolizagdo com isolados de Trichoderma
spp. sobre a emergéncia de tomate cultivar Perinha Agua Branca, semeadas em bandejas
contendo substrato. Seropédica, 2009.

Emergéncia aos 5 DAS (%) em Substrato

Protetores
Tratamentos TENA7 TENA16 TENA7+TENA16 Fungicida Testemunha
HCI 42,50 aA 36,50 aA 41,00 aA 26,00 aA 29,00 aA
50°C 48,50 aAB 54,50 aA 48,50 aAB 20,50 abC 30,00 aBC
70° C 0,00 bA 3,00 bA 1,00 bA 1,00 cA 2,00 cA
Sem tratamento 39,00 aA 39,00 aA 36,50 aA 12,50 bB 11,50 bB
C.V. (%) 17,68

Emergéncia aos 14 DAS (%) em Substrato

Protetores
Tratamentos TENA7 TENAI16 TENA7+TENA16 Fungicida Testemunha
HCl 51,50 abA 56,00 aA 57,00 aA 49,00 aA 42,00 aA
50°C 73,00 aA 72,50 aA 67,00 aAB 47,50 aAB 44,00 aB
70° C 4,00 cB 11,00 bAB 17,50 bA 16,50 bA 9,50 bAB
Sem tratamento 43,00 bA 48,00 aA 48,00 aA 30,50 abAB 18,00 bB
C.V. (%) 15,50

Letras minusculas seguidas na mesma coluna e letras maiusculas seguidas na mesma linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%. Média de 4 repetigoes.

Na avaliacdo de emergéncia aos 14 dias em substrato, os tratamentos com HCIl e em
agua quente a 50° C associados com Trichoderma spp. TENA7 e TENAI16, proporcionaram
melhor emergéncia em relagdo a testemunha sem tratamento (Tabela 34).

O efeito da presenca dos isolados de Trichoderma foi mais acentuado nas sementes
sem tratamento de erradicacdo. Os tratamentos com os isolados TENA7, TENAI16 ¢
associacao destes, resultaram em 43,0%, 48,0% e 48,0% de emergéncia aos 14 dias,
respectivamente, enquanto a testemunha sem tratamento apresentou emergéncia
significativamente menor, apenas 18%.

Aos 14 dias, as sementes inoculadas com os isolados TENA7 ou TENA16 apos o
tratamento térmico a 50° C, apresentaram maiores porcentagens de emergéncia em substrato,
73% e 72,50%, respectivamente, significativamente superior a testemunha (Tabela 34). As
sementes submetidas a tratamento térmico a 70° C apresentaram baixa porcentagem de
emergéncia em substrato, tanto aos cinco quanto aos 14 DAS, associado ou ndo a um protetor,
devido provavelmente a danos nas sementes pelo tratamento (CARMO et al., 2004;
MARCOS FILHO, 2005).

O uso de isolados de Trichoderma spp. pré-selecionados podem vir a ser bons
protetores, principalmente quando em complemento apods os tratamentos das sementes com
HCl a 5% e agua quente a 50° C. O tratamento térmico das sementes de hortalicas com agua
quente tem sido pouco utilizado, mas apresenta amplo espectro, podendo ser aplicado em
diversas culturas para erradicagdo de diversos patogenos (REIFSCHNEIDER et al., 1985).

Diferencas de resultados entre os testes em gerbox com papel germiteste e em
bandejas com substrato devem-se as diferencas entre os dois substratos quanto a
disponibilidade de exsudados liberados pela semente e raiz, além da composi¢do
microbiologica dos mesmos.

A contagem da porcentagem de germinacdo feita em condi¢des de gerbox ¢ um
critério comumente utilizado em testes de qualidade de sementes, e este tipo de avaliagao ¢
feito associado a contagem de plantulas germinadas anormais ou normais, complementando
informacodes a respeito da condicao fisiologica apresentada pelas sementes. Apesar de, neste
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ensaio, nao ter sido contabilizada a porcentagem de plantulas normais e anormais, ¢
interessante relatar que os tratamentos associados com fungicida, e testemunha, apresentaram
plantulas normais, com bom desenvolvimento das folhas e pares cotiledonares, ao contrario
do que foi observado nas associacdes com os isolados TENA7 ou TENA16. Nos tratamentos
associados com o isolado TENA16, as sementes apresentaram boa germinagdo, porém o
desenvolvimento das plantulas foi interrompido, além de lesdes nas folhas cotiledonares, o
que as enquadrariam como plantulas anormais. As sementes dos tratamentos associados com
o isolado TENA?7, tiveram seu desenvolvimento interrompido logo apds a emissdo da
radicula. Esta informagdo indica rapida colonizagdo por TENA7, principalmente durante a
fase de embebicdo, e de TENA16, apds a germinagdo das sementes. Este comportamento
pode estar associado provavelmente, ao tipo de enzimas produzidas pelos respectivos isolados
e a qualidade dos esxudados liberados em cada fase do processo de germinagdo. A rapida
colonizacdo das sementes pelos isolados de Trichoderma, afetou o desenvolvimento das
plantulas em condigdes de gerbox, conforme ja relatado por SUDO-MARTELLETO (2005),
porém tal ocorréncia ndo se repetiu no ensaio em condigdes de substrato para produgdo de
mudas de hortalicas. O teste de germinagao ¢ realizado sob condi¢des altamente favoraveis as
sementes, ¢ conduzem a superestimativa do potencial fisiologico das sementes para dar
origem as plantulas normais (MARCOS FILHO, 2005), porém o que se viu neste teste, ¢ que
o ambiente proporcionado as sementes também foi altamente propicio ao desenvolvimento
dos isolados de Trichoderma spp., principalmente pela falta de competicdo bioldgica e pela
disponibilidade dos exsudados liberados pelas sementes e pelas radiculas. Num ambiente
asséptico, os esxudados liberados pela semente durante a embebigdo (MARCOS FILHO,
2005; NELSON, 2004), favorecem a rapida multiplicacdo de Trichoderma spp. que associada
as condi¢des propicias ao seu desenvolvimento resulta na producdo de enzimas que atuam na
quebra de polissacarideos, quitinas e B-glucanas (HOWELL, 2003). Como Trichoderma spp.
sdo saprofitas, sdo habeis em crescer sobre uma variedade de hidratos de carbono complexos e
substratos nitrogenados, com uma marcante habilidade biossintética (KUBICEK &
HARMAN, 1998), que pode ser observado ja nos primeiros dias de avaliagdo em gerbox. As
enzimas tém a propriedade de catalisar transformacdes de moléculas organicas em condi¢des
brandas de reagdo e, uma vez elaboradas, podem atuar independente da presenca da célula que
a produziu, desde que o pH, a temperatura e o substrato, entre outros fatores, sejam adequados
(ALBERTS et al., 2004). O efeito deletério do isolado TENA 07 sobre as sementes de tomate,
observado no ensaio em Gerbox, ndo se repetiu no teste em substrato, apresentando-se as
plantulas totalmente normais. No ambiente de substrato, ha competicdo com outros
microrganismos e a dispersdao de enzimas e exsudatos ¢ favorecida. Esta tendéncia, de
plantulas normais, se manteve na avaliacdo realizada aos 14 dias (Tabela 34).

Na avaliacdo das mudas, através da medicdo de massa seca, observou-se efeito
significativo da interacdo entre tratamento e microbiolizagdo sobre a massa seca de raiz
(g.planta™) avaliado aos 30 dias ap6s o semeio e nenhum efeito sobre a massa seca de parte
aérea.

Como as mudas foram desenvolvidas em condigdes de germinador com luminosidade
baixa e alta densidade, o seu desenvolvimento foi reduzido, confirmado pelos baixos teores de
massa seca e pelo aspecto estiolado e heterogeneidade no desenvolvimento devido a
distribuicdo irregular da luz.

Nestas condi¢des, observou-se diferencas significativas entre os tratamentos de
erradicagdo apenas dentro da testemunha e do tratamento com HCl, sem qualquer tratamento
de protecdo, com menor massa seca de raizes. A massa seca das mudas foi significativamente
maior no tratamento térmico imido a 50° C, seguido do tratamento térmico a 70° C que por
sua vez, ndo diferiu do tratamento com HCl a 5% e da testemunha (Tabela 35).
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Tabela 35: Efeito do tratamento de sementes € microbiolizagdao com isolados de Trichoderma
spp. sobre a massa seca aos 30 dias apos semeadura de tomate cultivar Perinha Agua Branca,
em bandejas contendo substrato. Seropédica, 2009.

Massa Seca de Raizes (mg.planta™)

Protetores
Tratamentos TENA7 TENAI16 TENAT+TENA16 Fungicida Testemunha
HCI 2,3283 aA  1,1736 aA 0,8163 aA 2,1734 aA 0,4836 bA
50 0,5673 aA  0,8136 aA 1,2644 aA 2,1333 aA 2,8598 aA
70 0,4600 aA  0,5100 aA 0,7194 aA 1,6891 aA 0,8200 abA
Sem tratamento 1,8657 aA  1,6791 aA 0,9312 aA 0,3389 aA 0,4972 bA
C.V. (%) 98,03

Meédias seguidas por letras minusculas iguais na mesma coluna e maiusculas na mesma linha nio diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5%. Média de 4 repetigoes.
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4 CONCLUSOES

A andlise de sementes em condicdes de gerbox ¢ um bom método para diagnosticar o
sucesso do processo de inoculagdo, detectando a presenga do organismo biologico utilizado na
microbioliza¢dao, porém ¢ inadequado para avaliar os tratamentos com microbiolizacdo das
sementes.

O tratamento de sementes via calor seco a 70° C/ 96 horas resulta em baixa
germinagdo de sementes tanto em gerbox quanto em substrato.

A associagdo entre tratamentos de erradicacao com agua quente a 50° C por 30 min, e
com HCI a 5% por 10 min, associado a Trichoderma TENA7 ou TENA16 como protetores
biologicos mostraram-se promissores.

O isolado TENA7 ¢ extremamente agressivo, com rapida colonizacdo de sementes
durante o processo de germinagdo em caixas gerbox.

Os resultados indicam viabilidade do uso de tratamentos de erradicacdo seguido de
microbiolizacao.
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CONCLUSOES GERAIS

O efeito da microbiolizagdo de sementes de tomate com isolados de Trichoderma spp.
¢ bastante varidvel e dependente de fatores como ambiente, genotipo e condigdes de
realizagdo do teste. Estes se expressaram de forma discreta sobre a protecdo contra
Rhizoctonia solani, pela reducao da porcentagem de tombamento e manuteng¢ao da qualidade
das mudas.

Dos isolados testados, o TENA33 foi o que se manteve mais estavel em relagdo ao
controle de tombamento em sementes e plantulas das cultivares Santa Clara Miss Brasil e
Garrafinha Vermelho e manutenc¢do da qualidade das mudas.

Existe interacdo entre isolados de Trichoderma e gendtipo de tomate.

A medicao da area radicular ndo revelou diferencas entre os tratamentos, efeito do
patogeno ou dos tratamentos aplicados as sementes.

A associacdo entre tratamentos de erradicacdo em agua aquecida a 50 °C por 30
minutos e com HCl a 5% por 10 minutos com inoculagdo com isolados de Trichoderma pode
vir a ser uma técnica Util para tratamento de sementes necessitando, porém, ser melhor
estudada e aperfeicoada.

Testes em caixas tipo Gerbox para avaliagdo de tratamentos de microbiolizacdo com
isolados de Trichoderma sao Tteis apenas para a afericdo da eficiéncia do procedimento de
inoculacdo aplicado as sementes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Através dos testes de patogenicidade realizados antes de cada experimento, pode-se
observar melhor o comportamento dos diferentes isolados de Rhizoctonia, ao longo do tempo,
sobre as sementes de tomate. Por exemplo, o isolado RhF, obtido de batata, em geral,
apresentou baixa viruléncia ao tomate. O isolado RhG, obtido de batata, apresentou agao
danosa na fase de pré-emergéncia das sementes de tomate, com pouco efeito sobre o
tombamento pods-emergéncia, na fase de plantulas. E interessante observar tais
comportamentos, em fun¢do do direcionamento que se ira dar para os trabalhos seguintes.
Ainda nos testes com isolados de Rhizoctonia, observou-se certo efeito na velocidade de
emergéncia das plantulas de tomate ocasionado por alguns dos isolados, especialmente
quando se utilizou sementes de maior poder germinativo, independente dos seus efeitos sobre
a porcentagem de tombamento pos-emergéncia. Este resultado, porém, precisa ser melhor
investigado, pois ndo existem relatos de investigacao deste efeito na literatura.

O processo de inoculacdo de sementes foi mais pratico do que o processo de
inoculacdo por molhamento das sementes (ensaio de controle bioldgico II), ndo sé pelo tempo
que se levou, mas também porque os isolados prontamente se estabeleceram no tegumento da
semente, sendo mais preciso.

O processo de inoculacdo dos isolados de Trichoderma spp. sobre as sementes
mostrou-se um procedimento pratico e eficaz, necessitando apenas de condi¢des assépticas do
ambiente e dos devidos cuidados inerentes a0 manuseio de qualquer organismo bioldgico,
como o uso de materiais devidamente esterilizados, laboratorio limpo e organizado, auséncia
de ventilagdo (principalmente quando for manusear fungos formadores de esporos). Para as
condicdes experimentais foi um bom método, que garantiu a presenca dos isolados sobre as
sementes, na concentragdo determinada, ndo envolvendo qualquer outro parametro a mais, o
que aconteceria se usdssemos peletizacdo, peliculizacdo, ou veiculo substrato, mais
usualmente utilizados na pratica. Porém, foi possivel observar que ao longo do
desenvolvimento das mudas, a concentra¢do de indculo diminui apesar dos isolados estarem
presentes, sendo recomendavel, apds a uniformizagdo da emergéncia uma segunda adigdo de
indculo, seja por meio de rega seja por meio de veiculo substrato. E um estudo que poderia ser
feito. Primeiro com o uso simples de rega ou pulverizacio de suspensdo de indculo com agua,
e segundo com o uso de diferentes veiculos substratos como farelo de trigo, farelo de
mamona, arroz triturado, qualquer outra matéria organica que favorecesse as acdes de
Trichoderma spp., e ainda disponibilizasse nutrientes. Estudo para determinar qual veiculo
substrato seria mais adequado para diferentes isolados selecionados seria oportuno para dar
continuidade a uma pratica de controle bioldégico mais consistente, pois independente da
quantidade de indculo de patégeno que se encontra no ambiente, o controle da doenga deve
ser efetivo e eficiente.

Com os resultados da associacdo das sementes tratadas com os isolados de
Trichoderma, foi possivel observar o efeito protetor conferido a eles durante o periodo de pré-
emergéncia e certo favorecimento as plantulas com a diminui¢ao do tempo de emergéncia.

108



ANEXOS

Anexo |: Analise de variancia para efeito dos isolados de Rhizoctonia spp.(tratamento),
de substrato e ambiente sobre a emergéncia aos cinco e aos 14 dias, e tombamento em
mudas de tomate até os 14 dias, em bandejas de aluminio, dentro de casa-de-vegetagao.
Seropédica, 2007.

Emergéncia (%) Tombamento
5 DAS 14 DAS 14 DAS (%)
Fonte de Variacao GL QUADRADO MEDIO

Tratamento 6 2,10 "™ 2,23 ™ 0,356%*
Substrato 1 0,94 " 0,08 ™ 0,259™
Ambiente 1 17,63 *** 61,60 ** 1,162 **
Bloco 3 27,93 *** 27,78 ** 0,421 "™
Substrato x Isolado 6 0,44™ 1,61™ 0,128™
Ambiente x Isolado 6 3,20™ 1,91™ 0,517%*
Ambiente x Substrato 1 0,93™ 0,13" 0,259™
Ambiente x Substrato x Isolado 6 1,99™ 2,94" 0,128™
Residuo 82 1,52 3,20 0,176
CV (%) 55,10 31,01 38,10

ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.***P<0,001; **P<0,01. Dados transformados
em (x+1)"2

Anexo Il: Andlise de variancia para efeito de concentracdo de indculo de isolado de
Rhizoctonia spp., sobre a porcentagem de emergéncia aos cinco e 28 dias apds
semeadura, ¢ tombamento em mudas de tomate até 28 dias, em bandejas de
polipropileno com substrato comercial, em casa-de-vegetacdo. Seropédica, 2007.

Emergéncia (%) Tombamento (%)
5 dias 28 dias 28 dias
Fonte de Variacao GL QUADRADO MEDIO
Concentragdo de indculo 4 7,57 %%* 0,065™ 3,754%*
Bloco 3 0,07™ 0,567" 2,956%*
Residuo 12 1,276 0,176 0,702
C.V. 29.5 4,57 32,62

ns = nao significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.***P<0,001; **P<0,01. Dados transformados
em (x+1)"
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Anexo Ill: Analise de variancia para efeito dos isolados de Rhizoctonia spp. (tratamento), em
cultivares de tomate Santa Clara Miss Brasil e Garrafinha Vermelho, sobre a emergéncia aos 4, 5,
6, 7 ¢ 8 dias apds semeadura (DAS), e tombamento em mudas de tomate até os 14 DAS,
semeados em bandejas de aluminio, dentro de casa-de-vegetacdo. Seropédica, 2007.

Emergéncia (%) Tombamento
4 DAS 5 DAS 6 DAS 7 DAS 8 DAS aos 14 DAS
Fonte de Variacao GL QUADRADO MEDIO
Tratamento 6 0,66**  4,67**%* ] 73*¥¥* () 8I1*¥** (,6]1*** 0,39%**
Cultivar 1 0,01™ 6,09%*  040™ 0,008™  0,04™ 8,48%**

Bloco 0,62* 1,00™ 0,49™ 0,546™ 0,02™ 0,53
Isolados x Cultivar 6 0,20™ 2,35%*  ],05%**  (,489%*%  (,46%* 0,75
Residuo 39 0,20 0,90 0,30 0,208 0,15 0,56
C.V. (%) 27,74 11,54 5,91 4,74 4,08 34,67

ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.***P<0,001; **P<0,01. Dados transformados em (x+1)

172

Anexo 1V: Andlise de varidncia para efeito dos isolados de Rhizoctonia spp., em
cultivar de tomate Santa Clara Miss Brasil, sobre a emergéncia total aos 20 dias, e
tombamento em mudas de tomate até os 20 dias, semeados em bandejas de aluminio
dentro de casa-de-vegetagdo. Seropédica, 2007.

Emergéncia total (%) Tombamento total (%)
Fonte de Variagao GL QUADRADO MEDIO
Tratamento 6 2,03%*** 11,07%%*
Bloco 3 0,71™ 0,46
Residuo 18 0,43 0,46
C.V.(%) 11,36 21,63

ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. ***P<0,001; **P<0,01. Dados transformados
em (x+1)"”
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Anexo V: Analise de variancia para efeito de isolado de Trichoderma, de Rhizoctonia e de
meio de cultura sobre o crescimento das colonias de Trichoderma spp., expresso em
mm.disco™, avaliados aos quatro e oito dias apés o pareamento das colonias em placas de
Petri. Seropédica, 2008.

Raio de crescimento da colonia de
Trichoderma (mm.disco™)

4° DIA 8° DIA
Fonte de variacao G.L QUADRADO MEDIO
Trichoderma 4 219,45%** 173,44%%*
Rhizoctonia 5 2,99 10,11%*
Meio de cultura 1 3,60™ 871"
Bloco 3 0,89™ 5,10™
Trichoderma x Rhizoctonia 20 5,31 %*** 8,01 ***
Trichoderma x meio de cultura 4 490" 9,24%
Rhizoctonia x meio de cultura 5 8,02 ** 15,96%**
Trichoderma x Rhizoctonia x Meio de cultura 20 6,42 ** 10,36%**
Residuo 177 2,29 3,93
C.V.(%) 28,66 32,01

ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.***P<0,001; **P<0,01. Dados transformados em
(X+1)1/2

Anexo VI: Andlise de variancia para efeito de isolado de Trichoderma, de Rhizoctonia e de
meio de cultura sobre o raio de crescimento das colonias de Rhizoctonia spp., expresso em
mm.disco™, avaliados aos quatro e oito dias apds o pareamento das coldénias em placas de
Petri. Seropédica, 2008.

Raio de crescimento da colonia de
. . . -1
Rhizoctonia (mm.disco ™)

4° DIA 8° DIA
Fonte de variacao G.L QUADRADO MEDIO
Trichoderma 4 16,97%** 4]1,48***
Rhizoctonia 5 16,21*** 24 57***
Meio de cultura 1 65,04 %** 63,79%**
Bloco 3 1,58 0,73™
Trichoderma x Rhizoctonia 20 4,32™ 9,19%:
Trichoderma x meio de cultura 4 4,06™ 6,27
Rhizoctonia x meio de cultura 5 10,45%** 16,32%***
Trichoderma x Rhizoctonia x Meio de cultura 20 3,81"™ 6,99 ™
Residuo 177 3,20 4,64
C.V.(%) 64,43 65,96

ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.***P<0,001; **P<0,01. Dados transformados em
(x+1)2
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Anexo VII: Andlise de variancia para efeito de isolados de Trichoderma spp., cultivar e presenca de Rhizoctonia sobre a porcentagem
de emergéncia de mudas de tomate em condi¢des de casa-de-vegetacdo, avaliadas aos 4, 5, 6, 7 ¢ 21 dias apds semeadura (DAS) e de
tombamento, avaliado aos 21 DAS. Seropédica, 2008.

Emergéncia %

Tombamento %

4 DAS 5 DAS 6 DAS 7DAS 21 DAS
Tratamento 6 2,045%** 19,91 *** 1,84 %% 0,45%* 0,3746** 0,7926"
Rhizoctonia 1 1,318™ 0,49" 0,16" 0,13" 0,0598™ 130,9148%**
Cultivar 1 0,000001™  65,54%%* 73 []%** 65 909%**k 6] 6642%** 1,7521™
Bloco 3 49,28%** 25,08%** 1,42%%** 1,95%** 1,2898%** 4,4897**
Tratamento x Rhizoctonia 6 0,167™ 033" 0,09 0,07" 0,0742"™ 0,7926"
Tratamento x Cultivar 6 0117™ 095" 023" 022" 0,1658™ 0,6177™
Rhizoctonia x Cultivar 1 0,001™ 0,76 ™ 0,54" 0,32" 0,2221" 1,7521™
Tratamento x Cultivar X Rhizoctonia 6 0042™ 033" 0,01™ 0,02" 0,0376™ 0,6177™
Residuo 81 0,755 0,93 0,19 0,14 0,1597 0,9999
CV% 49,87 14,78 5,10 4,40 4,48 48,05

##%¥P<(,001; **P<0,01; ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados transformados em (x+1)'",



Anexo VIII: Analise de variancia para efeito de isolados de Trichoderma spp., cultivar
e presenca de Rhizoctonia sobre o comprimento da raiz e altura de mudas (mmplantula®)
avaliados aos seis dias ap6s a semeadura. Seropédica, 2007.

Fonte de Variagio Comprimeflto de_ 1Raiz Altura de muq?s
GL (mm.plantula™) (mm.plantula™)
Tratamento 6 15,15™ 17,35™
Rhizoctonia 1 88,82" 68,15%*
Cultivar 1 231,87%** 158,99%**
Bloco 3 364,55%** 284, 22%**
Tratamento x Rhizoctonia 6 36,46 19,06™
Tratamento x Cultivar 6 20,72™ 9,29"
Rhizoctonia x Cultivar 1 0,00™ 0,54"
Tratam. x Cultivar x Rhizoctonia 6 19,09™ 8,91™
Residuo 81 29,34™ 12,43
C.V. (%) 23,67 12,07

*#%p<0,001;**P<0,01, ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados ndo
transformados

Anexo IX: Andlise de variancia para efeito de tratamento de sementes com isolados de
Trichoderma spp., presenga ou ndo de indculo de Rhizoctonia e de cultivar sobre o
comprimento de raiz (mm.planta™) e altura de mudas de tomate(mm.planta™), avaliado
aos 14 dias ap6s semeadura, sob condi¢des de casa-de-vegetacdo. Seropédica, 2007.

Comprimento de Raiz Altura de mudas
Fonte de Variagao GL (mm.planta™) (mm.planta™)
Tratamento 6 120,20%** 60,11%*
Rhizoctonia 1 667,22%** 357,87%**
Cultivar 1 2060,38*** 11,80™
Bloco 3 389,79%** 1216,57***
Tratamento x Rhizoctonia 6 256,89%** 99,49%**
Tratamento x Cultivar 6 235,34 %%** 37,22%
Rhizoctonia x Cultivar 1 1047,99%** 15,44%**
Trichod. x Cultivar x Rhizoctonia 6 179,82%%** 75,04 %**
Residuo 81 22.8 20,77
C.V. (%) 6,76 9,61

***¥P<0,001;**P<0,01, ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados ndo
transformados

113



Anexo X: Analise de variancia para efeito de tratamento de sementes com isolados de
Trichoderma spp., de cultivar e presenca ou ndo de indculo de Rhizoctonia, sobre o
comprimento da raiz (cm.planta”) e a 4rea radicular (cm”.planta™) aos 21 dias apos
semeadura em condigdes de casa-de-vegetagdo. Seropédica, 2007.

Area Radicular
(cm’.planta™)

Comprimento de
Raiz (cm.planta™)

21 DAS
Fonte de Variacao GL QUADRADO MEDIO
Tratamento 6 11,231™ 0,161%*
Rhizoctonia 1 0,202™ 0,218"™
Cultivar 1 1,746 " 0,106™
Bloco 3 66,112%** 0,675%**
Tratamento X Rhizoctonia 6 8,482™ 0,106™
Tratamento x Cultivar 6 8,758™ 0,134™
Rhizoctonia x Cultivar 1 7,394 "™ 0,001 "™
Tratamento x Cultivar X Rhizoctonia 6 5,513™ 0,183%*
Residuo 79 8,353 0,081
C.V. (%) 23,56 12,13

*#4P<0,001; **P<0,01; ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados transformados em
(x+1)".

Anexo Xl: Analise de varidncia do efeito de tratamento de sementes de tomate com
isolados de Trichoderma spp, da presenca ou nao de Rhizoctonia sp. e de cultivar sobre a
emergéncia das plantulas em bandejas em condi¢des de casa-de-vegetacdo, avaliadas aos 5,
6, 7 e 8 dias apds semeadura (DAS). Seropédica, 2008.

Emergéncia de Plantulas (%)

5 DAS 6 DAS 8 DAS
Fonte de Variagdo GL QUADRADO MEDIO
Tratamento 4 59,29" 322,26%%* 812,66%** 249,26%*
Rhizoctonia 1 120,05** 127,51™ 296,45"
Cultivar 1 8201,25%**  82497,01***  63281,25%**  2376,20%**
Bloco 3 217,25%** 319,31%*** 53,66™
Tratam. x Rhizoctonia 4 16,76™ 65,10™ 327,91%*
Tratamento x Cultivar 4 26,03™ 49,79" 131,41™
Rhizoctonia x Cultivar 1 140,45%* 391,61%* 11,25™
Trat x Cultivar x Rhizoc. 4 31,85%* 55,20™ 63,34™
Residuo 57 29,12 71,66 90,35
CV% 51,04 23,06 12,09

***¥p<0,001; **P<0,01; ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados nao transformados.
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Anexo XII: Anélise de variancia do efeito de tratamento de sementes de tomate
com isolados de Trichoderma spp, da presenca ou ndo de Rhizoctonia sp. e de
cultivar sobre a emergéncia das plantulas em bandejas em condigdes de casa-de-
vegetacdo, avaliadas aos 24 dias ap6s semeadura. (Seropédica, 2008).

Emergéncia final Tombamento total

(%) (%)
24 DAS

Fonte de Variagdo GL QUADRADO MEDIO @
Tratamento 4 20,98"™ 64,71"
Rhizoctonia 1 135,20™ 36337,81***
Cultivar 1 1656,20%** 90,31
Bloco 3 1572,75%** 732,04%%*
Tratamento x Rhizoctonia 4 77,85" 64,71"
Tratamento x Cultivar 4 14,60™ 34,03™
Rhizoctonia x Cultivar 1 18,05™ 90,31™
Tratamento x Cultivar x Rhizoctonia 4 17,33 34,03™
Residuo 57 43,69 81,37
CV% 7,35 42,33

*#*%p<0,001; **P<0,01; ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados ndo transformados.

Anexo XII1: Analise de variancia do efeito de tratamento de sementes de tomate com
isolados de Trichoderma spp, da presenca ou ndo de Rhizoctonia sp. e de cultivar
sobre a altura de mudas (mm.planta™), em condi¢des de casa-de-vegetacio, avaliadas
aos 10, 17 e 24 dias ap6s a semeadura. Seropédica, 2008.

Altura de mudas (mm.planta™)

10 DAS 17 DAS 24 DAS
GL QUADRADO MEDIO ¥

Tratamento 4 47,52%%() 162,80%* 297,35™
Rhizoctonia 1 0,79" 130,204 73,77"
Cultivar 1 4026,14%%%(D) 13966 10%**  13720,25%**
Bloco 3 15,65 312,85%%%  1861,16%**
Tratamento x Rhizoctonia 4 15,68"™ 106,35™ 99,62"
Tratamento x Cultivar 4 31,80™ 58,21™ 118,79™
Rhizoctonia x Cultivar 1 22,22 0,25 ™ 488,51™
Tratam. x Cultivarx Rhizoctonia 4 16,04™ 38,92™ 85,97™
Residuo 57 1436 46,14 139,15
CV% 11,60 13,57 11,73

***pP<(,001; **P<0,01; ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados néo transformados.
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Anexo XIV: Analise de variancia para efeito de tratamento de sementes com isolados de
Trichoderma sp., da presenca ou nao de Rhizoctonia sp. e de cultivar sobre a drea radicular
(cm”.planta™) avaliada aos 17 dias apds semeadura e o comprimento radicular (mm.planta™)
de mudas de tomate em condi¢des de casa-de-vegetacdo avaliado aos 10 e 17 dias apos
semeadura (DAS). Seropédica, 2008.

Comprimento Area Comprimento
de Raiz Radicular de Raiz
(mm.planta'l) (cmz.planta'l) (mm.planta'l)
10 DAS 17 DAS

Fonte de Variacdo GL QUADRADO MEDIO
Tratamento 4 290™ 0,052" 0,5021™
Rhizoctonia 1 1,33 0,022™ 0,2092 "
Cultivar 1 13,64%* 0,139™ 0,2036™
Bloco 3 140,36*** 2,441 %** 1,4242%*%*
Tratamento x Rhizoctonia 4 1,53™ 0,035™ 0,4398 ™
Tratamento x Cultivar 4 0,66™ 0,012™ 0,0787 "
Rhizoctonia x Cultivar 1 225" 0,139™ 0,0413™
Tratamento x Cultivar x Rhizoctonia 4 1,26™ 0,006 ™ 0,0978
Residuo 57 2,39 0,044 0,2452
C.V. (%) 29,29 15,24 7,37

##+¥P<(,001; **P<0,01; ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados transformados em (x+1)"".

Anexo XV: Andlise de varidncia para efeito de isolados de Trichoderma spp., cultivar
e presenca de Rhizoctonia sobre a massa seca das plantulas (mg.plantula™) avaliada
aos seis dias ap6s a semeadura. Seropédica, 2007.

Fonte de Variacdo GL Massa seca x 10 (mg.plantula™) aos 6 DAS
Tratamento 6 0,149**

Rhizoctonia 1 0,136™

Cultivar 1 0,400%**

Bloco 3 0,741 %**

Tratamento x Rhizoctonia 6 0,020™

Tratamento x Cultivar 6 0,033"

Rhizoctonia x Cultivar 1 0,002™

Tratam. x Cultivar x Rhizoctonia 6 0,082"

Residuo 81 0,049

C.V. (%) 14,25
***¥P<0,001;**P<0,01, ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados ndo

transformados
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Anexo XVI: Analise de variancia para efeito de tratamento de sementes com isolados
de Trichoderma spp., presenca ou ndo de inodculo de Rhizoctonia e de cultivar sobre a
massa seca (mg.planta’) de mudas de tomate cultivares Santa Clara Miss Brasil e
Garrafinha Vermelho, avaliada aos 14 dias apos semeadura, sob condigdes de casa-de-
vegetacdo. Seropédica, 2007.

Massa seca (mg.planta™) aos 14 DAS

Fonte de Variagao GL Raiz (x107) Parte Aérea (x 10
Tratamento 6 0,057%%* 0,03™
Rhizoctonia 1 0,012™ 1,39%*3
Cultivar 1 0,040%** 2,01%**
Bloco 3 0,120%** 0,85%**
Tratamento x Rhizoctonia 6  0,058*%** 0,19%**
Tratamento x Cultivar 6 0,004™ 0,07™
Rhizoctonia x Cultivar 1 0,017" 0,01™
Trichod. x Cultivar x Rhizoctonia 6  0,036™ 0,05™
Residuo 81 0,013 0,05
C.V. (%) 18,13 17,12

*#%p<0,001;**P<0,01, ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados ndo
transformados

Anexo XVII: Andlise de variancia para efeito de tratamento de sementes com isolados
de Trichoderma spp., de cultivar e presenca ou nao de indculo de Rhizoctonia, sobre a
massa seca de raiz ¢ de parte aérea (mg.planta’) aos 21 dias apds semeadura em
condi¢des de casa-de-vegetacdo. Seropédica, 2007.

Massa Seca aos 21 DAS (mg.planta™)

Fonte de Variagao GL QUADRADO MEDIO
Raiz (x107) Parte Aérea (x107)
Tratamento 6 0,009™ 0,075™
Rhizoctonia 1 0,060™ 0,008™
Cultivar 1 0,040™ 14,80%**
Bloco 3 0,420%** 0,557***
Tratamento x Rhizoctonia 6 0,030" 0,151%*
Tratamento x Variedade 6 0,010™ 0,065™
Rhizoctonia x Cultivar 1 0,001™ 0,321 ***
Tratamento x Cultivar X Rhizoctonia 6  0,006™ 0,021™
Residuo 81 0,02 0,075
C.V. (%) 19,16 2391

***P<0,001;**P<0,01, ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados ndo
transformados
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Anexo XVIII: Anélise de variancia para o efeito de tratamento de sementes de tomate com
isolados de Trichoderma spp. e testemunhas, de cultivar e da presenca ou ndo de Rhizoctonia sobre
o teor (mg.g massa seca’) e conteudo (mg.planta™) de nitrogénio, fosforo e potassio das mudas,
avaliadas aos 21 dias ap6s semeadura, em condi¢des de casa-de-vegetagao. Seropédica, 2008.

Macronutrientes
Teor (%) Contetido (mg.planta™)
N (x107) p K N (x107) P(x10°) K (x107)
Fonte de Variagdo GL QUADRADO MEDIO
Tratamento 2,496+ 0,018™ 0,062™  0,271* 0,613**  0,060™
Rhizoctonia 0,150 0,203+  0,373** 0,009™  0,139™  0,048™
Cultivar 0,172™  0,001™ 0,152™  0,427** 6,597+ 0,030™

6
1
1
Bloco 2 0,604™ 0,638+ 2797+ 0,008™ = 6,555%k  ],752%xx
Tratam. xRhizoctonia 6 0,100™  0,024™ 0,109™ 0,053™  0,775*%*  0,054™
Tratam. x Cultivar 6 0,982™ 0,008 ™ 0,052™ 0,033™  0,2219™  0,050™
Rhizoctonia x Cultivar 1 1,079™  0,001™ 0,058™ 0,213™  1,543**  0,003™
Tratam. xRhizoct. x Cult. 6 0,771™  0,012"™ 0,034™ 0,072™  0251™  0,020™
Residuo 54 0,777 0,022 0,080 0,076 0,269 0,045

C.V. (%) 5,77 6,56 15,55 0,85 1,52 2,03

#*%¥P<(,001; **P<0,01; ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados transformados em (x+1)'",

Anexo XIX: Analise de variancia do efeito de tratamento de sementes de tomate
com isolados de Trichoderma spp, da presenga ou ndo de Rhizoctonia sp. e de
cultivar sobre a massa seca de parte aérea das mudas (mg.planta™), em condi¢des de
casa-de-vegetacdo, avaliadas aos 10 e 17 dias apds semeadura. Seropédica, 2008.

Massa Seca (mg.planta’l)

10 DAS (x10%) 17 DAS (x10™)

Fonte de Variagao GL QUADRADO MEDIO
Tratamento 4 0,0010™ 0,015™
Rhizoctonia 1 0,0040%** 0,226%**
Cultivar 1 0,0840%*** 0,588***
Bloco 3 0,0040%** 0,012™
Tratamento x Rhizoctonia 4 0,0008™ 0,016™
Tratamento x Cultivar 4 0,0010%* 0,010™
Rhizoctonia x Cultivar 1 0,0020™ 0,045%*
Tratamento x Cultivar x Rhizoctonia 4 0,0006™ 0,017™
Residuo 57 0,0004 0,011
CV% 25,59 34,49

***pP<(,001; **P<0,01; ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados néo transformados.
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Anexo XX: Andlise de variancia do efeito de tratamento de sementes de tomate com
isolados de Trichoderma spp, da presenca ou ndo de Rhizoctonia sp. e de cultivar sobre
sobre a massa seca de parte aérea das mudas (mg.planta”), em condi¢des de casa-de-
vegetacao, avaliadas aos 10, 17 e 24 dias apds semeadura (DAS). Seropédica, 2008.

MASSA SECA aos 24DAS (mg.planta™)

Parte Aérea Planta Total

Raiz (x107) x10°) x10°)
Fonte de Variagdo GL QUADRADO MEDIO
Tratamento 4 0,0007™ 0,117%%* 0,130%*
Rhizoctonia 1 0,022%*%* 1,015%** 1,339%**
Cultivar 1 0,065%** 5,872%%* 7,174%%*
Bloco 3 0,003"™ 0,094 %** 0,106™
Tratamento X Rhizoctonia 4 0,002"™ 0,044™ 0,062 ™
Tratamento x Cultivar 4 0,002™ 0,061™ 0,068 ™
Rhizoctonia x Cultivar 1 0,0006™ 0,518%*** 0,556%**
Tratamento x Cultivar x Rhizoctonia 4 0,001™ 0,035™ 0,048 ™
Residuo 57 0,002 0,032 0,035
CV% 38,35 14,40 13,77

*#*p<(,001; **P<0,01; ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados nio transformados.
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Anexo XXI: Andlise de variancia do efeito de tratamento de sementes de tomate com isolados de Trichoderma spp, da presenga ou nao
de Rhizoctonia sp. e de cultivar sobre o teor (%) e conteudo (mg.planta”) de macronutrientes N, P e K de parte aérea das mudas,
semeadas em bandejas de polipropileno contendo substrato inoculado com Rhizoctonia, conduzidos dentro de casa-de-vegetacao,
avaliadas aos 24 dias apds semeadura (DAS). Seropédica, 2008.

MACRONUTRIENTES aos 24DAS

TEOR (%) CONTEUDO (mg.planta™)

Fonte de Variagdo GL QUADRADO MEDIO @
N P (x107) K N (x107%) P (x10°) K (x107)

Tratamento 4 0,051™ 0,142 0,019™ 0,006 ™ 0,021™  0,024™
Rhizoctonia 1 0,020 0,002™ 0,358%* 0,141™ 0,093%%  1,220%*x*
Cultivar 1 0,098™ 0,277" 0,143™ 1,000%%% (0, 435%k%k ] 7%k
Bloco 3 0,112™ 3,627 0,230%* 0,013™ 0,093%%%  (),369%*
Tratamento x Rhizoctonia 4 0,036™ 0,270 0,050™ 0,017 0,011™  0,083"
Tratamento x Cultivar 4 0,016™ 0,550™ 0,014™ 0,012™ 0,016™ 0,015™
Rhizoctonia x Cultivar 1 0,080™ 1,385™ 0,571 %% 0,035™ 0,002™  0,007"
Tratamento x Cultivar x Rhizoctonia 4 0,023™ 0,311™ 0,010™ 0,016™ 0,010™  0,021™
Residuo 57 0,049 0,569 0,070 0,038 0,017 0,089
CV% 10,35 5,92 11,21 1,85 0,41 2,75

#%#p<(),001; **P<0,01; ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados transformados em (x+1)".



Anexo XXII: Resumo da andlise de variancia para efeito de tratamento de sementes
¢ microbiolizagdo com isolados de Trichoderma spp. sobre a emergéncia de tomate
cultivar Perinha Agua Branca, semeadas em bandejas contendo substrato.
Seropédica, 2009.

Gerbox Substrato
Germinacao (%) Emergéncia (%)

5 DAS 14 DAS 5 DAS 14 DAS
Fonte de Variacao GL QUADRADO MEDIO
Tratamento 3 0,97** 2213,73%** QR 35%** 77 F5H**
Protetor 4 2,61%**%  22663,00%**  10,67*** 6,70%***
Bloco 3 0,43™ 94,00™ 2,31%%* 0,80™
Tratamento x Protetor 12 0,84*** 584,23%** 2,11%** 2,09%*
Residuo 57 0,23 111,26 0,68 0,89
C.V. (%) 39,26 24,53 17,68 15,50

***%p<0,001, *P<0,01, ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados
transformados para (x + 1),

Anexo XXIII: Andlise de variancia para efeito de tratamento de sementes e
microbioliza¢do com isolados de Trichoderma spp. sobre a massa seca aos 30 dias
apos semeadura de tomate cultivar Perinha Agua Branca aos 30 dias, em bandejas
contendo substrato. Seropédica, 2009.

Massa Seca (mg.planta™)

Raiz (x 10°) Parte Aérea (x 10™)

Fonte de Variagao GL QUADRADO MEDIO
Tratamento 3 1,9601™ 9,37"
Protetor 4 1,0199™ 104,38™
Bloco 3 20,7234 %** 1084,48%**
Tratamento x Protetor 12 2,7298%* 91,10™
Residuo 57 1,3982 60,98
C.V. (%) 98,03 78,68

*#*P<0,001, *P<0,01, ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Dados sem
transformagao.
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