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RESUMO

BARROS, J. L. A. P. P. Efeito de Trichoderma spp. no controle bioldgico de Rizoctonia
Solani e na promocéo de crescimento de tomateiros. 2019. 76 f. Dissertacdo (Mestrado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico, Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado
de Séo Paulo, S&o Paulo, 2019.

O cultivo convencional de tomate é prejudicado pelo elevado quantitativo de pragas e doencas,
tornando a solanacea objeto de uso de agrotdxicos em grande quantidade e alta frequéncia. A
adogdo do controle biolégico de doencas de plantas, principalmente para o controle de
patégenos de solo, como Rhizoctonia solani, torna-se uma alternativa interessante aos
produtores para a reducdo do uso de agrotoxicos nessa cultura. O presente estudo objetivou
avaliar, in vivo, a eficiéncia de cinco isolados de Trichoderma das espécies  Trichoderma
lentiforme (IB 11/12 e IB 30/07), Trichoderma koningiopsis (IB 18/03), Trichoderma
camerunense (IB 19/17), e Trichoderma endophyticum (IB 42/03) no biocontrole de
Rhizoctonia solani (isolado 13/02 PB), causador do tombamento de plantas, e na promocao de
crescimento de tomateiros. Tambem foram objetivos deste estudo testar, in vitro, o antagonismo
destes cinco isolados de Trichoderma spp. contra R. solani 13/02 PB, bem como o efeito de
cinco temperaturas no crescimento e na producdo de conidios de dois isolados antagonistas (T.
lentiforme 1B 11/12 e T. koningiopsis IB 18/03). Os resultados relativos aos experimentos in
vivo, demonstraram que os isolados T. lentiforme IB 11/12 e IB 30/07, T. koningiopsis IB 18/03,
T. camerunense 1B 19/17, e Trichoderma endophyticum IB 42/03 apresentaram diferenca
significativa em relagdo a testemunha para o controle bioldgico de Rhizoctonia solani 13/02
PB. Quanto a promog&o de crescimento, os resultados mostraram que os isolados T. lentiforme
IB 11/12, Trichoderma koningiopsis IB 18/03, Trichoderma camerunense IB 19/17, e
Trichoderma endophyticum IB 42/03 apresentaram diferenca significativa em relacdo a
testemunha. Quanto aos ensaios de pareamento de culturas in vitro, todos os isolados avaliados
quanto a inibicdo de crescimento de colénias de R. solani 13/02 PB apresentaram diferenca
significativa em relacdo a testemunha, enquanto pela avaliacdo na escala de Bell, todos os
isolados, com excecdo de Trichoderma koningiopsis IB 18/03, mostraram-se bons antagonistas.
Referente aos efeitos de cinco temperaturas no crescimento e na producdo de conidios dos
isolados de T. lentiforme IB 11/12 e T. koningiopsis 1B 18/03, constatou-se que a faixa de 20°C
a 30°C foi a mais favoravel.

Palavras-chave: tomate, damping-off, biocontrole



ABSTRACT

BARROS, J. L. A. P. P. Effect of Trichoderma spp. biological control of Rizoctonia
Solani and the promotion of tomatoes growth. Sdo Paulo. 2019. 76 f. Dissertacdo
(Mestrado em Sanidade, Seguranga Alimentar e Ambiental no Agronegocio) — Instituto
Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado de S&o Paulo, Sao Paulo, 2019.

Conventional tomato cultivation is hampered by the high quantity of pests and diseases, making
solanaceous the object of use of pesticides in high quantity and high frequency. The adoption
of biological control of plant diseases, mainly for the control of soil pathogens, such as
Rhizoctonia solani, becomes an interesting alternative for producers to reduce the use of
pesticides in this crop. The present study aimed to evaluate, in vivo, the efficiency of five
isolates of Trichoderma spp. in the biocontrol of Rhizoctonia solani, which causes plant tipping,
and in the growth promotion of tomato plants. It was also the objective of this study to test, in
vitro, the antagonism of the five isolates of Trichoderma spp. against R. solani and the effect
of five temperatures on the growth and conidia production of the two antagonist isolates that
most stood out in the in vivo assays. The results showed that the isolates of Trichoderma IB
11/12, 1B18 / 03, 1B 19/17 and IB 30/07 presented the highest percentages of control in the
three greenhouse tests, reaching 100% control of plant tipping. As for growth promotion, the
results showed that the best isolates of Trichoderma were IB 18/03, IB 19/17 and IB 42/03,
with increases of 245.45, 145.45 and 113.64%, respectively. Regarding the in vitro crop pairing
assays, the isolates of Trichoderma spp. IB 11/12, 1B 19/17, IB 30/07 and 1B 42/03 showed
good antagonists, growing on the whole colony of R. solani, and the effect of five temperatures
on the growth of two isolates of Trichoderma spp. , it was found that the temperatures of 25 °

C and 30 ° C were the most favorable to the growth of the isolates.

KEYWORDS: tomato, damping-off, biocontrol.
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1. INTRODUCAO

O tomate é uma das olericolas de maior consumo no mundo (Food and
Agriculture Organization of the United Nations and Statistics - FAOSTAT, 2016), devido as
diversas possibilidades de uso na gastronomia. O Brasil ocupa o nono lugar na producéo
mundial de tomate e o primeiro lugar com relacdo aos paises da América do Sul (FAOSTAT,
2016). No Brasil a cadeia de agronegocios do tomate engloba as produgdes de tomate “para
mesa”, onde esta 0 consumo “in natura”, e o destinado a industrializacdo. Levantamentos
realizados no ano base 2012, relativo as dez espécies de hortalicas (tomate de mesa , alface,
melancia, cebola, cenoura, repolho, meldo, quiabo, pimentdo e pepino) de maior volume de
produgéo (75,80% do total do grupo de hortalicas), revelaram um volume total de 19.621,70
milhdes toneladas, sendo que o tomate foi o segundo colocado, com 3.037 milhdes de
toneladas (Associacéo Brasileira do Comércio de Sementes e Mudas — ABCSEM, 2013).

Em 2017 a produgdo da tomaticultura nacional faturou R$ 4.330.563.000,00, que
representa 1,40% de participacao no total do valor da producdo nacional (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica - IBGE, 2017), e gerou um elevado quantitativo de empregos,
principalmente na producdo de tomate para consumo “in natura”. Estima-se que o grupo de
hortalicas gerem dois milhdes de empregos diretos (ABCSEM, 2013), sendo a cultura de tomate
a maior empregadora de méo-de-obra.

Entretanto, o sistema de cultivo convencional de tomate, largamente praticado
pelos produtores, impacta negativamente nos fatores sociais e ambientais, sendo o principal
deles a realizacdo de grande nimero de pulveriza¢cBes com agrotoxicos. Com isso ocorre um
alto indice de contaminacéo de solo e agua, bem como intoxicagdo de trabalhadores rurais e,
no final da cadeia, dos consumidores (Associacao Brasileira de Saude Coletiva - ABRASCO,
2015).

Alimentos contendo substancias quimicas nocivas, podem provocar cancer e
consequéncias danosas para 0s sistemas reprodutivo, imunitario e nervoso (Organizagdo
Mundial de Saude - OMS, 2016). Por outro lado, 0 manejo de producdo de tomate por praticas
agroecoldgicas, onde a utilizacdo de controle bioldgico de pragas e doencas € préatica rotineira,
impacta positivamente na produgdo e no consumo, uma vez que ndo acarreta contaminagéo ao
meio ambiente e danos a satude humana (ABRASCO, 2015).

Dentre os varios problemas fitossanitarios que a tomaticultura apresenta, sem

duvida, as doencas radiculares encontram-se entre as mais importantes, e dentre elas



Rhizoctonia solani destaca-se pelos sérios prejuizos que ocasionam a cultura (BEDENDO,
1995).

Fungos do género Trichoderma sdo bastante utilizados na agricultura como
Agentes de Controle Biologico (ACB), principalmente, contra fungos fitopatogénicos de solo.
Isso ocorre em funcdo de suas caracteristicas micoparasitarias e por protegerem as plantas
contra fitopatégenos (GUZMAN-GUZMAN et al., 2018).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
Avaliar cinco isolados de Trichoderma spp. quanto ao controle de tombamento,
causado por Rhizoctonia solani em plantas de tomateiro, e o efeito dos mesmos na promogéo

de crescimento.

1.1.2 Objetivos especificos

Avaliar, em condicGes de ambiente protegido, cinco isolados de Rhizoctonia
solani, e selecionar 0 mais patogénico para tomateiros.

Selecionar os melhores isolados de Trichoderma spp., em condic¢des de ambiente
protegido, quanto a eficacia no controle de tombamento, causado por R. solani, em plantas de
tomateiros.

Selecionar os melhores isolados de Trichoderma spp., em condic¢des de ambiente
protegido, que promovam o crescimento de tomateiros.

Avaliar, in vitro, a capacidade de antagonismo, pela técnica do pareamento de
culturas, entre R. solani e Trichoderma spp., e verificar o efeito de cinco temperaturas no

crescimento e na producéo de conidios de dois isolados de Trichoderma spp., em meio BDA.

1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA



1.2.1 Aspectos gerais sobre Solanum lycopersicum

1.2.1.1 Origem e histdria

A origem filogenética do tomateiro é divergente entre os autores, visto a falta de
registros e dados historicos (SILVEIRA, 2015). Alguns autores defendem que os centros de
origem tenham sido na Ameérica Central e na regido Andina (RICK; HOLLE, 1990). Outros
citam a regido Andina como Unico centro de origem. Entretanto antes de ser levado e
disseminado ao mundo pela colonizagdo europeia, o tomateiro foi domesticado por indigenas
no México (NAIKA et al. 2006). A discordancia entre os autores levou Lin et al. (2014), através
de estudos com genetica molecular, a apresentarem que o tomateiro conhecido atualmente €
originario da espécie selvagem Solanum pimpinellifolium, ocorrendo entre a regido Andina no
Norte do Peru e Sul do Equador.

Conforme Blanca et al. (2012), Nesbitt e Tanksley (2002) investigacOes
genéticas tém mostrado que as plantas como ‘cerasiforme’ sdo originarias do cruzamento entre
tomates silvestres e cultivados, em vez de serem ‘ancestral’ das espécies cultivadas.

A principio, o tomate era usado exclusivamente como planta ornamental e ndo
fazia parte da alimentacdo dos indios americanos. Com o descobrimento de sua notavel riqueza
vitaminica, junto com sua cor e sabor agradavel, seu consumo foi rapidamente popularizado em
todo o mundo (ESPINOZA et al., 1991).

1.2.1.2 Taxonomia e caracteristicas da planta

A espécie Solanum lycopersicum pertence a ordem Tubiflorae, familia
Solanaceae e ao género Solanum (PERALTA; KNAPP; SPOONER, 2006). Em 1753 Linnaeus
fez a classificacdo original utilizando o sistema binomial e o enquadrando ao género Solanum,
descrito como S. lycopersicum, e em 1754 a espécie foi reclassificada por Miller, como
pertencente ao género Lycopersicum (PERALTA; KNAPP; SPOONER, 2006). Ainda segundo
esses autores, a nominagéo refleti dois objetivos principais na taxonomia, quais sejam, as
classificagfes naturais preditivas (Solanum) e a manutengdo da estabilidade nomenclatural

(Lycopersicon). Atualmente utiliza-se a denominacgdo Solanum lycopersicum.

A planta do tomateiro é perene de porte arbustivo, e é cultivada como cultura de
ciclo anual. Possui caule flexivel, com ramificacdo abundante e incapaz de suportar o seu

proprio peso, principalmente em fase de frutificacdo. As flores sdo pequenas, hermafroditas e



amarelas, com inflorescéncias agrupadas em cachos. Possui dois tipos de inflorescéncias: a
composta (ramificada) ou simples (ndo ramificada) (MINAMI; HAAG, 1989). Os frutos sdo
bagas carnosas e suculentas, com dois ou mais loculos, variam no aspecto, tamanho e peso
dependendo da forma de cultivo. Sua coloracdo mais comum é a vermelha, determinada pela
mistura dos pigmentos caroteno (amarelo) e licopeno (vermelho) (FILGUEIRA, 1982;
MINAMI; HAAG, 1989). Suas sementes sdo de formato reniforme e pequenas, e possuem pélos
bem curtos. (MINAMI; HAAG, 1989).

O sistema radicular € do tipo pivotante, com cerca de 80% das raizes nos
primeiros 45 cm de profundidade (ESPINOZA, et al., 1991). Solanum lycopersicum possui uma
arquitetura caracterizada por dois tipos de habito de crescimento: a) crescimento indeterminado,
predominante nas cultivares de producdo de frutos para mesa, e b) crescimento determinado
para o cultivo rasteiro (FILGUEIRA, 1982).

1.2.1.3 Exigéncias climéticas

Devido a sua origem, a cultura é melhor adaptada ao cultivo em clima tropical
de altitude, como o das regides serranas, e em clima subtropical ou temperado, seco e com alta
luminosidade (FILGUEIRA, 1982).

O tomateiro requer temperaturas diurnas amenas e noturnas menores, com
diferenca de 7-9 °C entre elas. As temperaturas 6timas séo 20-25 °C, de dia, e 11-18 °C, de
noite, variando dependendo da culticultivar. Temperaturas excessivas, diurnas ou noturnas,
prejudicam a frutificacdo e o pegamento dos frutinhos. Temperaturas diurnas amenas
favorecem a produtividade e a polinizacdo. J& temperaturas baixas retardam a germinacé&o,

emergéncia da plantula e o crescimento vegetativo (FILGUEIRA, 1982).

1.2.1.4 Situacao econdmica

A espécie Solanum lycopersicum L. é uma das hortalicas mais produzidas e
consumidas no mundo, devido a sua adaptabilidade em diversos tipos de clima e pelo consumo

do fruto ser tanto in natura quanto processado.

No ano de 2016 a producdo mundial de tomate foi de 179 milhdes de toneladas,
sendo que a China, com 31,84% da producéo total do fruto, foi 0 maior produtor, seguida da
india (10,46%) e Estados Unidos (11,40%). O Brasil ocupa o nono lugar, representando 2,33
% da producgéo (FAOSTAT, 2016).



Em 2017 o Brasil produziu um total de 4.230.150 toneladas de tomate, ocupando
uma area de 61.640 ha, com produtividade média de 68.745kg/ha (IBGE, 2017).

O aumento do consumo do tomate relaciona-se, entre diversos fatores, a
consolidacéo de redes de “fast food™, que utilizam o fruto nas formas fresca e processada. E na
crescente demanda por alimentos industrializados, molhos pré-preparados ou prontos para o
consumo, como “catchups” (CARVALHO; PAGLIUCA, 2007; DOMINGUES, 2012).

1.2.1.5 Impactos negativos dos agrotdxicos

Os agrotoxicos sdo potencialmente toxicos para 0s seres humanos. Podem
induzir efeitos adversos para a saude, incluindo cancer, consequéncias sobre a reproducao,
sistema imunoldgico e nervoso (ABRASCO, 2015; OMS, 2016). Além desses problemas, a
utilizacdo de agrotoxicos promove o desenvolvimento de resisténcia nos patégenos, devido a
pressdo de selecdo que exerce sobre os mesmos. Cabe ressaltar que no cultivo de tomate €
impraticavel o cumprimento do periodo de caréncia no uso de agrotdxicos, visto que as
colheitas ocorrem a cada 2 dias, e na mesma planta de tomate, a partir de 60 a 70 dias do
transplante de mudas, tem-se 0s trés estagios de desenvolvimento ocorrendo simultaneamente,
ou seja, ha cachos de tomate em processo de maturacdo na primeira penca, ha frutos de tomate
se desenvolvendo na segunda penca, e mais proximo ao topo estao as flores.

Pragas destrutivas, como a broca grande, entram no fruto na fase de flor, e com
isso, no sistema convencional de produgéo utilizam-se rotineiramente inseticidas. Como as
pulverizagcbes sdo realizadas na planta toda, o inseticida atinge também os frutos em fase de
colheita (primeira penca). Essa é a razdo porque no cultivo convencional de tomate ndo se
consegue respeitar o periodo de caréncia dos agrotdxicos. Além dos inseticidas, utilizam-se

fungicidas, acaricidas, herbicidas, bactericidas e nematicidas.

1.3 IMPORTANCIA DE Rhizoctonia solani COMO AGENTE PATOGENICO AO
TOMATEIRO

A producdo de tomate € limitada por varios fatores, sendo que os fitopatégenos
estdo entre 0s que causam 0s mais sérios riscos a producdo. (KIMATI; MINAMI, 1982).
Rhizoctonia solani é um patdgeno de solo de grande importancia, causador de perdas em
diversas culturas, inclusive hortalicas (LUCON et al., 2009). Esse patogeno tem preferéncia por
atacar tecidos jovens, em pré e pos-emergéncia, sendo que na pré-emergéncia ndo ocorre a

germinacao, enquanto na pos-emergéncia o patdégeno provoca danos ao caule, na regido do



colo da plantula, promovendo uma contragdo progressiva do mesmo, fazendo com que este
venha a tombar (BEDENDO, 1995), razdo da doenga ser conhecida como Damping-off.
Segundo Moreira e Siqueira (2006), e Dias, Berbara e Fernandes (2013), os fungos da espécie
Rhizoctonia solani Kuhn séo classificados como fungos imperfeitos, e estdo dentro da divisao
Deuteromycota, também conhecidos como deuteromicetos. Esses fungos possuem duas
caracteristicas principais, quais sejam, viver da matéria organica em decomposic¢do, ou
parasitando inUmeras culturas anuais ou permanentes (LUCON, 2008). Rhizoctonia solani,
geralmente é encontrado na forma micelial, pois ndo produz esporos e utilizam como forma de
sobrevivéncia no solo a formacdo de estruturas globulosas denominadas esclerodios ou
esclerocios (DIAS; BERBARA; FERNANDES, 2013; KRUGNER; BACCHI, 1995). De
acordo com Lucon et al. (2009), essas estruturas de resisténcia permanecem no solo mesmo em

presenca de condicdes climaticas adversas, e sobrevivendo por longos periodos.

1.4 Trichoderma: CARACTERISTICAS GERAIS E ASSOCIACAO COM
PLANTAS

De acordo com Harman et al. (2004a), Trichoderma spp. séo fungos de vida livre
gue sdo comuns em ecossistemas de solo e raizes, e um género de fungos que se reproduzem
assexuadamente; pertencem a uma classe de fungos benéficos para as plantas, e sdo comuns na
rizosfera (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009). A maioria das cepas de Trichoderma néo
foi associada a um estado sexual, o que leva a crer que sejam mitdtica e clonal (GAMS;
BISSET, 1998). Segundo Lorito et al. (2010), o género fungico Trichoderma foi originalmente
descrito por Persoon em 1794, enquanto a relacdo entre o Trichoderma viride e 0 ascomiceto
Hypocrea rufa foi estabelecida em 1865 (TULASNE, L.R.; TULASNE, C., 1865), e a qualidade
de Agente de Controle Biolégico (ACB), frente a fungos patdgenos, foi descoberta na década
de 1930 (LORITO et al., 2010).

As taxonomias destes fungos estdo sendo revisadas com frequéncia, e muitas
espécies novas estdo sendo reconhecidas (HARMAN; HAYES; ONDIK, 1998; KUBICEK;
HARMAN, 1998). Segundo Gams e Bisset (1998) o género Trichoderma é cosmopolita nos
solos e na matéria organica em decomposicdo. Diversas espécies de Trichoderma sdo
componentes dominantes da microflora do solo, e estdo presentes em diferentes biomas. Isto
pode ser atribuido a diversidade da capacidade metabolica das espécies de Trichoderma e a sua
natureza agressivamente competitiva, qualidades estas que conferem vantagens na competicéo

por espago e nutrientes com outros microrganismos (ELAD, 1996; HARMAN et al., 2004a).



Em meio de cultura a taxa de crescimento de Trichoderma spp. é rapida, e ha
producdo de numerosos esporos (conidios) que variam de tonalidades da cor verde, as quais
caracterizam os fungos deste género. O lado reverso das col6nias pode ser incolor, amarelo,
ambar ou amarelo-esverdeado, e muitas espécies produzem grandes quantidades de esporos
com paredes espessas (clamiddsporos) no micélio submerso ( GAMS; BISSET, 1998).

Pesquisas realizadas por Harman et al. (2004a), revelam que fungos deste género
promovem a simbiose, sdo oportunistas, ndo virulentos, e exercem o micoparasitismo. Ainda
segundo esses autores, algumas cepas colonizam as raizes fortemente e mantém uma relacéo
por longo tempo com as mesmas. Nesse processo de colonizagéo esses fungos penetram na
epiderme, e aprofundam um nivel mais abaixo de celulas, liberam varios compostos que ativam
as respostas de resisténcias sistémica e localizada da planta, sem as prejudicarem. Dai porque
ndo sdo patogénicos as plantas (HARMAN, 2000; HARMAN et al., 2004a; HARMAN, 2006).
Quanto a esse processo de colonizacdo, também concordam Lorito et al. (2010), os quais
afirmam que algumas cepas de Trichoderma, descritas como rizosfera competentes (AHMAD;
BAKER, 1987), causam uma infec¢do assintomatica das raizes, onde a colonizagdo do fungo é
limitada as regides corticais externas (LORITO et al., 2010; YEDIDIA; BENHAMOU; CHET,
1999). Nessa simbiose entre microrganismos e raizes, as plantas sdo protegidas de diferentes
patdgenos vegetais, por respostas semelhantes as adquiridas em resisténcia sistémica induzida
(HARMAN, 2000; HARMAN et al., 2004a).

A colonizacgdo de raizes por Trichoderma spp., em geral também aumenta o
crescimento e o desenvolvimento das raizes, melhora a produtividade das culturas, aumenta a
resisténcia aos fatores abidticos, tal como estresse hidrico, bem como otimiza a absorcao de
nutrientes (HARMAN et al., 2004a). Esses fungos produzem diversas substancias antibidticas
e parasitam outros fungos (HARMAN et al., 2004a). Estes achados estdo de acordo com
Hermosa et al. (2012), que confirmam que algumas linhagens de Trichoderma podem interagir
diretamente com as raizes, aumentando o potencial de crescimento das plantas, a resisténcia as
doencas e a toleréncia a estresses abidticos. Adicionado a esses beneficios ocorrem também: a)
aumento da resisténcia da planta ao baixo PH do solo e a temperaturas extremas; b) aumento
da eficiéncia da ciclagem do nitrogénio; c) reducdo da superexpressdo de genes de estresse ou
acumulo de compostos toxicos durante a resposta da planta a patdgenos (LORITO et al., 2010;
SHORESH; HARMAN; MASTOURI, 2010). Além desses beneficios a planta, segundo Lucon
et al. (2009), esse género esta entre 0s microrganismos mais resistentes as toxinas e produtos
quimicos naturais e sintetizados pelo homem, capazes até mesmo de degradar hidrocarbonetos
(HARMAN et al., 2004a; HARMAN, 2006; WOO et al., 2006). Outra importante caracteristica



desse género € que muitas de suas linhagens sao produtoras prolificas de esporos e de poderosos
antibiodticos (WOO et al., 2006).

1.4.1. Trichoderma spp. como agente de controle bioldgico

Ha quase 90 anos atras descobriu-se que Trichoderma spp. tém a capacidade de
atacar e controlar os fungos patogénicos das plantas (LORITO et al., 2010; WEINDLING;
FAWCETT, 1936). Estudos sobre os antagonistas de Trichoderma spp. demonstraram o
envolvimento de muitas enzimas hidroliticas (HARMAN et al., 2004a; LORITO et al., 1993),
também capazes de agir sinergicamente com antibidticos altamente fungitoxicos
(SCHIRMBOCK et al., 1994), e um sistema complexo para deteccdo de presas fangicas
(ZEILINGER et al., 2005).

Espécies do género Trichoderma tém sido bastante utilizadas para o controle de
diversos fitopatdgenos de solo, incluindo R. solani, por serem capazes de proteger plantas por
diferentes mecanismos de acao (parasitismo, antibiose, competicdo e inducao de resisténcia), e
por colonizarem eficientemente a rizosfera de varias espécies de plantas, incluindo o tomateiro
(FONTENELLE, 2011; HARMAN, 2006; MACHADO et al., 2012). Como vantagem
adicional, esses microrganismos sdo referidos como atéxicos ao homem e animais
(CARVALHO et al., 2011; MERTZ; HENNING; ZIMMER, 2009), e como simbiontes
avirulentos associados as plantas (HARMAN et al., 2004a).

Segundo Lucon, Chaves e Bacilieri (2014), as questfes envolvendo protecéo ao
meio ambiente, a demanda crescente por alimentos saudaveis e, principalmente os problemas
inerentes ao uso de agrotdxicos, tem despertado em uma parcela dos produtores rurais o
interesse por manejos sustentaveis. Ainda segundo esses autores, a utilizagdo de
microrganismos como ACB tem contribuido para a redugdo do uso de agrotoxicos em cultivos
convencionais e integrados, em especial o uso Trichoderma spp., que sdo 0s agentes mais
pesquisados e mais empregados na producédo agricola mundial.

Pelo fato de o Brasil e outros paises terem como base de sua economia a
producdo agricola, aliado a questdo da conscientizacdo crescente dos consumidores quanto aos
riscos dos residuos de agrotoxicos nos alimentos, faz com que os ACBs sejam ferramentas
indispensaveis a serem utilizadas nos manejos convencional e integrado (LOPES, 2009). Os
ACBs levam vantagem sobre os fungicidas quimicos, pois atingem alguns nichos onde o
controle quimico néo € capaz de atuar, e porque os agrotdxicos perdem rapidamente seus efeitos

em funcdo da selecdo natural que promovem nos alvos bioldgicos, pois quanto mais especifico



for o fungicida, mais rapidamente causard resisténcia aos organismos-alvo. Porém se o
agrotoxico ndo for seletivo, também causara morte aos microrganismos benéficos do solo
(HARMAN, 2000).

Em contraste, 0 uso de microrganismos que antagonizam os patogenos de plantas
(controle bioldgico) é isento de riscos e resultam em aumento de antagonistas residentes
(BENITEZ et al., 2004). Entretanto, t40 somente promover a substituicdo de um insumo
quimico por um ACB néo é o adequado, o desejavel € que ocorra a mudanca de manejo da
cultura, optando por um manejo preferencialmente agroecoldgico, ou no minimo integrado
(MORANDI; BETTIOL, 2009). Segundo Howell (2003), um dos destaques da ciencia do
controle bioldgico é o estudo dos mecanismos empregados pelos ACBs, que resultam no
controle da doencga, os quais séo diversos e variados, inclusive dentro do género Trichoderma.
Para Benitez et al. (2004), determinadas espécies de Trichoderma interferem na vida do
fitopatdgeno por diversos mecanismos de acdo como a competicdo por espaco e nutrientes, a
antibiose, micoparasitismo, a fungistase, a indugédo de resisténcia, entre outros.

Os ACBs do género Trichoderma desenvolveram uma capacidade surpreendente
de interagir, parasitaria e simbioticamente com diferentes substratos e organismos vivos,
incluindo plantas e microrganismos (KUBICEK; HARMAN, 1998; MONTE, 2001; WOO et
al., 2006), e podem utilizar uma vasta variedade de fontes de nutrientes (HARMAN et al.,
2004b). Os ACBs de Trichoderma controlam fungos ascomicetos, deuteromicetos e
basidiomicetos, que sdo patogenos de solo, mas também transmitidos pelo ar (MONTE, 2001).
De acordo com Harman et al. (2004a), os fungos do género Trichoderma caracterizam-se por
serem simbiontes de plantas, oportunistas e ndo virulentos. Monte (2001), complementa ao citar
gue Trichoderma spp. possuem crescimento rapido, produzem muitos esporos e poderosos
antibioticos. Ainda segundo esse autor, tais qualidades fazem com que espécies deste género
obtenham sucesso na ocupacdo de diferentes biomas, indo desde a Antéartica até as regides
desérticas. Dentre os diversos agentes de biocontrole, os do género Trichoderma destacam-se
por serem antagonistas eficazes de uma ampla faixa de fungos fitopatogénicos, inclusive
Rhizoctonia solani. Segundo Harman et al. (2004a), Trichoderma spp. parasitam diversos
fungos, e 0 micoparasitismo € um mecanismo complexo, que ocorre em etapas sendo que
inicialmente as cepas de Trichoderma detectam outros fungos e crescem tropicamente em
direcdo a eles (CHET; HARMAN; BAKER, 1981); a deteccdo remota é pelo menos
parcialmente devida a expressdo sequencial de enzimas degradadoras de parede celular.

Diferentes cepas podem seguir diferentes padrSes de inducdo, mas

aparentemente os fungos sempre produzem baixos niveis de exoquitinase extracelular. A
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difusdo dessa enzima catalisa a liberacéo de oligdmeros de parede celular de fungos alvo, o que
induz a expressdo de endocitinases fungitoxicas (BRUNNER et al., 2003), que também
difundem e comeca o ataque no fungo alvo, antes que o contato seja realmente feito (VITERBO
et al., 2002). Uma vez que os fungos entram em contato, Trichoderma aproxima-se do
hospedeiro e pode enrola-lo através de apressorios. Em seguida ocorre a dissolucdo da parede
celular do hospedeiro através da liberacdo de enzimas (HARMAN, 2000; INBAR,;
MENENDEZ; CHET, 1996). A relacdo hospedeiro-parasita é caracterizada por um periodo
relativamente longo de contato, que pode ser fisico ou metabolico (MELO; FAULL, 2000).

Outro importante mecanismo de biocontrole é a concorréncia, a competi¢ao por
nutrientes, pois muitos fungos fitopatogénicos sdo sensiveis a falta de alguns nutrientes
(BENITEZ et al., 2004), e por isso esse é considerado um dos classicos mecanismos de
biocontrole (HARMAN, 2000). Os mecanismos dos ACBs podem agir de forma isolada ou
coordenada, mas para que sejam eficazes dependem da cepa do Trichoderma, do fungo
antagonizado, da espécie a ser cultivada, e das condi¢cbes ambientais, incluindo a
disponibilidade de nutrientes, pH, temperatura e concentragéo de ferro (BENITEZ et al., 2004).
Ainda segundo esses autores a ativacdo de cada mecanismo implica na producdo de compostos
e metabdlitos especificos. Os bons antagonistas geralmente conseguem superar o efeito
fungistatico do solo, e condi¢des ambientais extremas (BENITEZ et al., 2004)

Segundo Harman et al. (2004a), Trichoderma spp. também utilizam o
mecanismo da antibiose, que € a producdo de metabolitos antifungicos, inclusive antibioticos,
que inibem o crescimento de seus antagonistas. Para Benitez et al. (2004), a colonizagdo implica
na capacidade de aderir e reconhecer as raizes das plantas, penetra-las e resistir a metabdlitos
toxicos produzidos pelas plantas em resposta a invasdao por um organismo estranho, patégeno
ou ndo. Nisso ganha importancia a competéncia rizosferica, termo que foi introduzido em 1980
por Tex Baker, cuja definicdo ¢é a capacidade de um microrganismo para crescer e funcionar na
rizosfera em desenvolvimento (HARMAN, 2000). Tal fato é fundamental, pois um agente de
controle biolégico ndo pode competir por espago e nutrientes se ndo for capaz de crescer na
rizosfera. Segundo Harman (2000), rizosfera € a area de influéncia e/ou localizacédo fisica em
volta das raizes, que vao até uma distancia de 1 a 3 mm da superficie das mesmas. Dai decorre
a importancia de que espécies de Trichoderma sejam pulverizadas no solo ap6s o plantio, ou
durante o periodo de formacdo de mudas, ou ainda como tratamento de sementes (HARMAN,
2000; HOWELL at al., 2000).
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1.4.2 Trichoderma spp. como promotor de crescimento de plantas

Determinadas cepas de Trichoderma promovem efeitos positivos no crescimento
de plantas (HERMOSA et al., 2012). Em pesquisas conduzidas por Baker, Elad e Chet (1984),
e Ya-Chun et al. (1986), constatou-se promoc¢ao de crescimento em rabanete, pimenta, pepino
e tomate. Segundo Harman (2000), outras pesquisas também demonstraram que Trichoderma
spp. aumentam o desenvolvimento do sistema radicular, acompanhado de aumentos na
proliferacdo de raizes secundérias, de area foliar, e do peso fresco das plantulas, que por fim
resultam em aumento da produtividade.

Em trabalhos realizados por Altomare et al. (1999), constatou-se que T.
harzianum pode promover a solubilizacdo de varios nutrientes as plantas, enquanto a
colonizacdo de raizes de pepino por T. asperellum mostrou aumentar a disponibilidade de P e
Fe as plantas, com aumentos significativos no peso seco, comprimento da parte aérea e area
foliar (YEDIDIA et al., 2001). Tanto na pesquisa académica quanto nas lavouras comerciais, a
linhagem de Trichoderma T-22 mostrou aumentar o desenvolvimento das raizes no milho e em
numerosas outras plantas (HARMAN, 2000; HARMAN et al., 2004b). Essa otimizagdo no
desenvolvimento das raizes frequentemente resulta em aumentos na produtividade e na
biomassa.

Foram realizados mais de 500 ensaios comerciais e académicos sobre os efeitos
do Trichoderma T-22 no milho, e 0 aumento médio da produtividade em relacdo ao nao uso do
Trichoderma T- 22, foi aproximadamente 5% (HARMAN et al., 2004b). Aumentos no
crescimento de plantas também foram observados em outras culturas além do milho
(HARMAN, 2000). Segundo HARMAN (2000), HARMAN (2006), e HARMAN et al.
(2004b), este efeito de promocdo de crescimento de raizes e plantas foi estudado, em especial,
com o milho durante 5 a 10 anos pelo Advanced Biological Marketing, pertencente a
Universidade de Cornell (USA) e também em outros locais, e mostrou que os beneficios
positivos de Trichoderma spp. sdo: a) atuacdo como ACB através de resisténcia induzida, e de
ataque direto a fitopatogenos; b) Melhor solubilizacdo e absorcéo de nutrientes no solo; c)
guanto as raizes foi observado melhor desenvolvimento, aumento quantitativo de pelos,
alteracdo na composicdo da microflora, penetracdo mais profunda no solo e destruicdo dos
metabolitos toxicos produzidos pela microflora deletéria. Assim sendo, concluem Harman et
al. (2004b), o aumento do crescimento das raizes, e as melhorias no crescimento e resisténcia

das plantas, € realizado, provavelmente, por multiplos mecanismos. Benitez et al. (2004),
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relataram que o isolado de Trichoderma 2413 estimulou o crescimento de plantas de tomate,
tabaco e algoddo, além de protegé-las contra diversos patdgenos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL, SUBSTRATO DE CRESCIMENTO E LOCAL DOS
EXPERIMENTOS

Para realizagcdo dos experimentos foram utilizadas sementes de Solanum
lycopersicum da cultivar “Super Marmande”, também conhecido como “Gaucho/Macd”,
oriundos da empresa Isla® Sementes Ltda. A semeadura foi realizada em substrato para
crescimento de mudas Tropstrato® HT Vida Verde em vasos plasticos com capacidade para 500
gramas. Foram semeadas dez sementes por vaso, e posteriormente foi realizado o desbaste para
cinco plantulas por vaso. Os experimentos realizados em S&o Paulo ocorreram na casa de
vegetacdo do Laboratdrio de Bioquimica Fitopatoldgica do Instituto Biologico, enquanto em
Capéo Bonito-SP foram realizados em estufa, na Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento
(UPD) do Instituto Agrondmico (IAC). Durante o periodo, as plantas foram irrigadas por
microaspersdo, em periodos de 7 minutos no verdo e 4 minutos no inverno, e com frequéncia

diaria de duas regas.

2.2 MICRORGANISMOS

2.2.1. Rhizoctonia solani

O isolado de Rhizoctonia solani 13/02 PB foi fornecido pelo Prof® Dr. César
Junior Bueno, Pesquisador Cientifico do Laboratorio de Fitopatologia do Centro Avancado de
Pesquisa em Protecdo de Plantas e Sanidade Animal do Instituto Biologico, situado em
Campinas-SP. O isolado foi mantido por repicagem sucessiva em meio BDA, a temperatura de
2°C a 4°C, e pelo método Castellani (CASTELLANI, 1964; DHINGRA,; SINCLAIR, 1995).
Este isolado € oriundo do Instituto Federal de Educacéo de Pato Branco/PR. Os demais isolados
de Rhizoctonia solani denominados Alface, Repolho e 1B 23/10 sdo provenientes do laboratério
de Bioquimica Fitopatoldgica do Instituto Bioldgico, enquanto o isolado 22/11 € oriundo de
colecdo da Micoteca Mério Barreto Figueiredo do Instituto Bioldgico.

2.2.2 Trichoderma spp.

Para todos os experimentos foram utilizadas cinco culturas monosporicas de

Trichoderma (Tabela 1) pertencentes a colecdo do Laboratério de Bioquimica Fitopatologica
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do Instituto Bioldgico, que previamente foram testados e considerados bons antagonistas as
doencas radiculares do pepineiro. Os isolados foram mantidos por repicagem sucessiva em
meio BDA- Batata, Dextrose, Agar (Acumedia), sob refrigeracdo. Foram conservados pelos
Métodos Castellani e de congelamento a - 20°C em glicerol 13% e em papel filtro.
(CASTELLANI, 1964; DHINGRA; SINCLAIR, 1995).

Tabela 1. Procedéncia dos isolados de Trichoderma spp. utilizados nos experimentos.

Isolados Procedéncia Latitude Longitude

IB 11/12 E. Santo do Pinhal-SP S$22° 10’ 09,57 W 46° 46’ 10,7”
IB 18/03 Sao José dos Campos-SP S23°09’ 07,87 W 45° 46’ 57,2”
IB 19/17 Taubaté-SP S22° 59’ 56,5 W 45° 29’ 50,5”
IB 30/07 Pedro Barros-SP S24°16’ 26,8” W 47°24° 54,77
IB 42/03 Presidente Venceslau-SP S 21°51’ 55,3” W 51° 49’ 08,9”

2.3 PREPARO DOS INOCULOS

2.3.1 Preparo dos inéculos de Rhizoctonia solani.

Para o preparo dos inoculos de Rhizoctonia solani, foram transferidos
assepticamente, e separadamente, trés discos com 7 mm de didmetro de meio de cultura BDA
com as estruturas propagativas de cada um dos isolados 13/02 PB, Alface, Repolho, 1B 23/10
e IB 22/11 para sacos plasticos de polipropileno transparentes, com capacidade para 300 mL,
contendo 100 g de arroz parboilizado e 100 mL de 4gua Milli Q, previamente esterilizados a
121°C a uma atmosfera de pressédo, durante uma hora. Os sacos foram fechados parcialmente,
com duas dobras na parte superior, e grampeados em cada uma das laterais superiores. Em
seguida as culturas foram incubadas em camara B.O.D a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas,
pelo periodo de sete dias (PAPAVIZAS, 1982). Durante o periodo de incubacao, 0s sacos com
arroz colonizados foram revolvidos manualmente todos os dias para otimizar a aeragéo e a
distribuicdo dos micelios, bem como para propiciar o aumento da superficie de contato do fungo

com os graos de arroz.

2.3.2 Preparo dos inéculos de Trichoderma spp.

Para o preparo dos indculos de Trichoderma spp., foram transferidos

assepticamente, e separadamente, trés discos com 7 mm de didmetro de meio de cultura BDA
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com as estruturas propagativas de cada um dos isolados, sendo T. lentiforme IB 11/12 e IB
30/07, T. koningiopsis IB 18/03, T. camerunense IB 19/17, e T. endophyticum 1B 42/03 para
sacos plasticos de polipropileno transparentes, com capacidade para 500 mL, contendo 100 g
de arroz e 100mL de agua Milli Q, previamente esterilizados a 121 °C, a uma atmosfera de
pressdo, durante uma hora. Posteriormente, as culturas foram incubadas em camara B.O.D. a
25 °C, com fotoperiodo de 12 horas, pelo periodo de sete dias (PAPAVIZAS, 1982). Os sacos
foram fechados parcialmente, com duas dobras na parte superior, e grampeados em cada uma
das laterais superiores. O arroz colonizado foi revolvido manualmente todos os dias para
otimizar a aeracéo e a distribuicédo das estruturas de propagacao dos fungos, bem como para
propiciar o aumento da superficie de contato do fungo com os graos de arroz.

2.4 TESTE DE PATOGENICIDADE DE ISOLADOS DE Rhizoctonia solani

No Laboratério de Bioquimica Fitopatologica do Instituto Bioldgico em S&o
Paulo-SP, cinco isolados de Rhizoctonia solani, conforme mencionados no item 2.2.1, tiveram
seus indculos transferidos, separadamente, para sacos plasticos de polipropileno contendo 1.500
mL de substrato Tropstrato® HT, na proporcdo de 1,0% do volume e umedecido a 70,0% da
capacidade de campo. A incubacéo foi realizada em camara de temperatura controlada a 25°C,
durante quinze dias, sendo os sacos revolvidos manualmente todos os dias para promover
aeracdo e melhor dispersdo dos indculos no substrato. Apds esse periodo foram distribuidos
500 g do substrato infestado em cada vaso plastico e, em seguida, foi realizada a semeadura de
dez sementes de tomate da cultivar Super Marmande. As avalia¢fes quantitativas quanto as
plantas tombadas (Damping-off) foram realizadas a cada dois dias, por sessenta dias, durante
0s meses de setembro e outubro de 2017. O delineamento estatistico foi o inteiramente
casualizado, com cinco repeticdes por tratamento. Foi realizado o Teste Kruskal-Wallis
complementado com o teste de maltiplas comparagdes de Dunn com 5 % de probabilidade. O

Programa computacional utilizado foi o GraphPad® InStat, versdo 3.10 — julho/2009.

2.5 EXPERIMENTOS DE BIOCONTROLE, Rhizoctonia solani VERSUS

Trichoderma spp.

Foram realizados trés experimentos de controle bioldgico de R. solani por
isolados de Trichoderma spp. na UPD do Instituto Agronémico, em Capdo Bonito-SP, nos

meses de margo a maio de 2018. A avaliacdo foi baseada no numero de plantas tombadas, em
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relacdo ao tratamento controle sem a aplicagdo de microrganismos, e a testemunha inoculada
sO com 0 patdgeno.

Os indculos de R. solani e de Trichoderma spp. foram preparados conforme
descrito nos itens 2.3.1 e 2.3.2, respectivamente. Em sacos plasticos de polipropileno foram
colocados 1.500 mL de substrato para producio de mudas marca Tropstrato® HT Vida Verde,
e, em seguida, adicionados 15g (1,0%) de in6culo de cada isolado de Trichoderma,
separadamente, e 7,5 g (0,5%) de indculo de R. solani 13/02 PB. A umidade foi ajustada para
70% da capacidade de campo. A incubacdo da mistura foi realizada em camara de temperatura
controlada a 25°C, por quinze dias. As misturas foram revolvidas manualmente todos os dias
para promover aeragdo e a melhor dispersdo dos fungos no substrato. Apos esse periodo, o
substrato colonizado foi distribuido em vasos plasticos com 500 g cada, e em seguida foi feita
a semeadura de dez sementes de tomate por vazo, com posterior desbaste para deixar cinco
plantulas por vazo. As avaliagdes foram realizadas pela contagem do nimero de plantas
tombadas (Damping-off), a cada dois dias. O periodo de avaliacdo foi de dois meses pos-
semeadura. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des
por tratamento.

A andlise dos dados foi realizada através do Teste Kruskal-Wallis
complementado com o teste de multiplas comparacGes de Dunn com 5% de probabilidade. O
Programa computacional utilizado foi o GraphPad® InStat, versdo 3.10 — julho/2009.

2.5.1 Quantificacdo de unidades formadoras de colonia (UFC) de Trichoderma spp.

A capacidade de sobrevivéncia de Trichoderma spp. até o final do experimento
do item anterior, foi analisada pela quantificacdo de unidades formadoras de coldnias (UFC) no
substrato de crescimento das plantas de cada tratamento. As cinco amostras de substrato foram
retiradas na profundidade de 5 cm de cada vaso, dos sete tratamentos. O volume resultante das
amostras coletadas em trés repeti¢cdes de cada tratamento, cerca de 20 g, foi homogeneizado e
10 g foi submetido a técnica de diluicdo seriada. Aliquotas de 100 ul da série de diluigdes foram
plagueadas em meio BDA, com estreptomicina (0,03 g.L ) e ampicilina (0,17 g L), mais
Triton X100 (0,1%) como redutor de colonias. Em seguida, as culturas foram mantidas em
B.0.D a 25 + 2°C, com fotoperiodo de 12 h, por 5 a 7 dias. Apds esse periodo, realizou-se a
contagem do nimero de coldnias de Trichoderma spp. formadas (PAPAVIZAS, 1982).

Os resultados das contagens foram expressos em UFC g™ da amostra, levando-

se em conta a diluigdo empregada, utilizando-se a seguinte férmula:
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R=a.10°P UFCg™*

Onde:

R= resultado

a= média do numero de coldnias encontradas por repeticao

b= expoente da diluigéo

2.6 EXPERIMENTOS DE PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE PLANTAS DE
TOMATE POR Trichoderma spp

Dois experimentos de promocao de crescimento de plantas de tomate foram
realizados em S&o Paulo (margo a maio de 2017) e um em Capédo Bonito (mar¢co a maio de
2018).

Os indculos de Trichoderma spp. foram preparados conforme descrito no item
2.3.2. Em sacos plasticos de polipropileno foram colocados 1.500 mL de substrato para
producdo de mudas marca Tropstrato® HT Vida Verde, e, em seguida, adicionados 15¢g de
indculo de cada isolado de Trichoderma, separadamente. A umidade foi ajustada para 70% da
capacidade de campo. A incubacdo da mistura foi realizada em camara de temperatura
controlada a 25°C, por quinze dias. As misturas foram revolvidas manualmente todos os dias
para promover aeracdo e a melhor dispersdo dos fungos no substrato. Decorrido esse periodo,
500 gramas do substrato colonizado, de cada isolado, foi distribuido por vaso plastico, sendo
cinco repeticBes por tratamento. Em seguida, foi feita a semeadura de tomate “Super
Marmande”. O periodo de duracdo do experimento foi de dois meses pos-semeadura, sendo
que ao final foi colhida a parte aérea das plantas de cada repeti¢do para avaliagdo da massa de
matéria seca da parte aérea (MMSPA). A desidratacdo foi realizada em sacos de papel em estufa
a 65-70°C até a obtencdo da massa de matéria seca constante. O delineamento experimental foi
0 inteiramente casualizado, cinco repeti¢cdes por tratamento. A analise de dados foi realizada
através do Teste de Tukey a 5% de probabilidade para comparacdo de médias. O programa
computacional utilizado foi 0 SASM - Agri (CANTERI et al., 2001).

2.7 EXPERIMENTO DE PAREAMENTO DE CULTURAS, Trichoderma spp.
VERSUS Rhizoctonia solani, IN VITRO

O experimento foi realizado no Laboratorio de Bioquimica Fitopatoldgica do
Instituto Bioldgico em S&o Paulo, no més de dezembro de 2018. Foram utilizados um isolado
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de Rhizoctonia solani (13/02 PB), e cinco de Trichoderma spp. descritos no item 2.2.2. Na
técnica de pareamento foram confrontados, um a um, em meio de cultura BDA, os isolados de
Trichoderma IB 11/12, IB 18/03, 1B 19/17, IB 30/07 e IB 42/03 com o isolado de Rhizoctonia
solani 13/02 PB. As culturas dos fungos foram depositadas sobre meio BDA em placas de Petri,
em posicédo frontal, sendo colocado de um lado um disco de 5 mm de diametro de meio BDA
com as estruturas de um isolado de Trichoderma sp., e de outro, um disco de 5 mm de meio
BDA com o isolado de Rhizoctonia solani 13/02 PB. Ambas as culturas, antagonista e patdgeno,
ficaram distantes, aproximadamente, 1 cm da borda da placa. Para cada tratamento foram feitas
cinco repeticdes, inclusive para o tratamento controle, onde foram depositados sobre o meio
somente o isolado de Rhizoctonia solani 13/02 PB.

Em seguida, as culturas foram incubadas em B.O.D a 25°C pelo periodo de sete
dias, com fotoperiodo luz-escuro de 12 horas. Foram utilizadas duas metodologias para
avaliacdo do experimento, sendo uma baseada na escala de Bell (BELL; WELLS;
MARKHAM, 1982), que estabelece o0 grau de antagonismo atraves de notas variando em uma
série de 1 a 5, sendo nota 1, crescimento de Trichoderma sobre o patogeno, ocupando toda a
superficie do meio; nota 2 - crescimento de Trichoderma, ocupando mais de 2/3 da superficie
do meio; nota 3 - crescimento de Trichoderma, ocupando aproximadamente metade da
superficie do meio; nota 4 - crescimento de Trichoderma, ocupando 1/3 da superficie do meio
e nota 5 - auséncia de crescimento de Trichoderma, patégeno ocupando toda a superficie do
meio.

Considerou-se o isolado como antagdnico ou eficiente quando sua nota era
menor ou igual a 2 (dois). A outra avaliacdo realizada foi pela medida do raio de crescimento
das coldnias do fitopatogeno (em mm), utilizando-se um paquimetro. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e ao teste de comparacdo de médias pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa SASM- Agri (CANTERI et al., 2001).

Os dados foram transformados em (x+0,5)*2.

2.8 EFEITO DE CINCO TEMPERATURAS NO CRESCIMENTO DE DOIS
ISOLADOS DE Trichoderma spp., EM MEIO BDA

O experimento em referéncia foi realizado no Laboratério de Bioguimica
Fitopatologica do Instituto Bioldgico em Sdo Paulo, no més de dezembro de 2018.

Neste experimento foram utilizados os isolados de Trichoderma spp. 1B 11/12
e 1B 18/03. Discos de 5 mm de diametro de meio BDA, contendo as estruturas de crescimento
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dos dois isolados de antagonistas, foram depositados, separadamente, no centro de placas de
Petri, contendo meio BDA. Em seguida, foram incubadas em cémaras climatizadas sob as
temperaturas de 15°C, 20°C, 25°C, 30°C e 35°C por até 11 dias. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, cinco repeti¢cdes por tratamento. A avaliacdo foi realizada pela
medida (mm) do crescimento dos raios das col6nias de cada isolado, até que cobrisse toda a
superficie do meio, através da utiliza¢cdo um paquimetro.

As analises dos dados obtidos foram realizadas por comparagdo de médias pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa SASM- Agri
(CANTERI et al., 2001).

Para avaliar a producdo de conidios das culturas nas diferentes temperaturas,
foram adicionadas solucéo esterilizada de 10 ml de agua Milli-Q com tween 80 a 0,1% por
placa de Petri contendo as culturas crescidas. Com o auxilio de uma alca de Drigalski, a
superficie do meio contendo a cultura crescida foi levemente raspada para que ocorresse 0
desprendimento dos conidios. Em seguida foi removida, com auxilio de uma pipeta
milimetrada, 10 ml da suspenséo de conidios e transferida para um tubo de ensaio esterilizado,
correspondendo a diluicdo 10%. Na sequéncia, foi realizada a técnica de diluicéo seriada até a
diluicdo 102. A concentragdo dos esporos foi determinada com o auxilio de camara de
Neubauer. A contagem de conidios ao microscéopio éptico foi realizada no aumento de 250X
ou 400X, nos campos 1 e 2, nos cinco quadrantes, conforme a metodologia de Bettiol et al.
(2012), totalizando cinco contagens por campo (E1l, E2, E3, E4 e E5). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado.

Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e ao teste de
Tukey a 1% de probabilidade para a comparagdo de médias das leituras do nimero de conidios
por tratamento, trés repetices, utilizando-se o programa computacional SASM- Agri
(CANTERI et al., 2001).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EXPERIMENTO DE PATOGENICIDADE DE ISOLADOS DE Rhizoctonia
solani

Pelos dados apresentados nas tabelas 2 e 3, e figura 1, observa-se que o Unico
isolado de Rhizoctonia solani que destacou-se dos demais isolados quanto a patogenicidade,

visto ter provocado o tombamento de 36 plantas (72%), em relacdo as plantas do tratamento

testemunha sem a inoculacdo de microrganismos, foi o isolado Rhizoctonia solani 13/02 PB.

Tabela 2: NUmero de plantas tombadas de tomate cultivar Super Marmande, cultivados em vasos contendo
substrato infestado ou ndo com diferentes isolados de Rhizoctonia solani. Sdo Paulo — SP. 2017.

Resultados Controle Diferentes isolados de Rhizoctonia solani
Branco
Alface Repdlho 13/02 PB IB 22/11 1B 23/10
Somatl 2,0 1,0 4,0 36,0 1,0 2,0
Mediana Oa Oa la 8b Oa Oa

!Dados originais de nimero de plantas tombadas em fungéo de incidéncia de diferentes isolados de Rhizoctonia
solani.

Letras iguais significam que os tratamentos ndo diferiram entre si, segundo o Teste Kruskal-Wallis complementado
com o teste de multiplas comparac8es de Dunn’s com 5% de probabilidade.

Tabela 3: Mediana + semi-amplitude interquartilica de nimero de plantas tombadas de tomate cultivar Super
Marmande, relativo a cada tratamento do experimento da tabela acima. S&o Paulo — SP. 2017.

Tratamentos Mediana® + Semi-amplitude interquartilica
Controle Branco 00+05a
R. solani Alface 00+05a
R. solani Repdlho 10+10a
R. solani 13/02 PB 80+25b
R. solani 1B 22/11 0,0x0,5a
R. solani 1B 23/10 00+10a

!Médiana + semi-amplitude interquartilica de plantas tombadas de tomate cultivar Super Marmande, oriundas de
vasos contendo substrato infestado ou ndo com diferentes isolados de Rhizoctonia solani.

Letras iguais significam que os tratamentos ndo diferiram entre si, segundo o Teste Kruskal-Wallis complementado
com o teste de multiplas comparac@es de Dunn’s com 5% de probabilidade.

A figura 1 mostra graficamente o nimero de plantas tombadas de tomate e as
diferengas significativas do isolado R.solani 13/02 PB frente aos demais isolados de
Rhizoctonia solani testados.
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Figura 1: Nimero de plantas tombadas de tomate oriundas de vasos contendo substrato infestado ou
ndo com diferentes isolados de Rhizoctonia solani spp. Sdo Paulo — SP. 2017.

40 36b
35
30
25
20
15

10
4a

Nuamero de plantas tombadas

s 2a la la 2a

C. Branco Alface Repdlho 13/02 PB IB22/11 1B 23/10
Tratamento

Letras iguais significam que os tratamentos ndo diferiram entre si, segundo o Teste Kruskal-Wallis
complementado com o teste de multiplas comparag6es de Dunn’s com 5% de probabilidade.

Segundo Botelho, Rava e Leandro (2001), Rhizoctonia solani é um fungo
cosmopolita, com um vasto nimero de hospedeiros, incluindo o tomateiro.

A variabilidade fitopatdgenica em Rhizoctonia solani foi relatada por Medeiros
et al. (2015), onde referiu-se @ mesma como um fungo que possui populagdo extremamente
variada, com muitos bidtipos que diferem quanto a patogenicidade, conforme constatado no
presente experimento.

Segundo Silva-Barreto et al. (2010), isolados patogénicos especificos de
solanaceas sdo do grupo de anastomose trés (AG-3), sendo, ainda, subdividido em dois
subgrupos: AG-3 PT que causa doencgas associadas ao sistema radicular em batata, tomate e
berinjela, e AG-3 TB, que causa mancha foliar em fumo. Estes dois subgrupos diferem quanto
a biologia, patogenicidade e epidemiologia. Ja 0 AG-4 ndo é tdo especifico quanto o AG-3,
podendo causar podriddo de sementes, damping off de pré e de pds-emergéncia e,
ocasionalmente, podriddo de raizes em diversas culturas, incluindo tomate e batata. Portanto,
os isolados utilizados no ensaio que ndo se mostraram patogénicos a cultura, provavelmente
ndo pertencem ao AG-3 ou a outros grupos de anastomose menos especificos, mas capazes de
causar danos ao tomateiro. Ou ainda, por terem sido mantidos por muitos anos pelo método de

repicagem sucessivas podem ter perdido a patogenicidade ao longo do tempo.
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Os sintomas de doenca observados nas plantas de tomate no decorrer do
experimento foram a necrose e uma posterior podriddo do colo, seguido de tombamento, em

conformidade com as observacdes feitas por Yangui et al. (2008), e De Curtis et al. (2010).

3.2 EXPERIMENTOS DE BIOCONTROLE, Rhizoctonia solani VERSUS

Trichoderma spp.

Experimento de biocontrole n° 1

No Experimento de biocontrole n® 1, realizado em Capéo Bonito — SP, onde
foram inoculados simultdneamente Rhizoctonia solani 13/02 PB e cada um dos cinco isolados
de Trichoderma spp. no substrato de crescimento de plantas, as menores incidéncias de
tombamento e as maiores porcentagens de controle foram observadas nas parcelas tratadas com
os isolados 1B11/12 e I1B18/03, com 100% de controle da doenca (Tabela 4, Tabela 5, Figura
2) e diferenca significativa em relacdo a testemunha, cujo substrato foi infestado apenas com o
patogeno. Observa-se, ainda, que os resultados para os tratamentos mencionados foram
semelhantes aos do controle branco. Por outro lado, os isolados I1B19/17, 1B30/07 e 1B42/03
ndo diferiram significativamente em relacdo a testemunha, embora tenham apresentado

porcentagens de controle de 90%, 70% e 90%, respectivamente.

Tabela 4: Namero de plantas de tomate tombadas (cultivar Super Marmande), cultivadas em vasos contendo
substrato inoculado, ou ndo, simultaneamente com Rhizoctonia solani - R.s (Isolado 13/02 PB) e diferentes
isolados de Trichoderma spp.. Experimento de biocontrole n° 1 realizado em Capédo Bonito — SP. 2018.

Tratamento Média? Porcentagem de Mediana®
controle

Controle branco (sem 0 100 0a
R.sY)

Testemunha (R.S) 2 0 1b

R.s +1B11/12 0 100 O0a

R.s +1B18/03 0 100 O0a

R.s +1B19/17 0,2 90 Oab
R.s + 1B30/07 0,6 70 0ab
R.s +1B42/03 0,2 90 0ab

1R.s: Rhizoctonia solani isolado 13/02 PB.

2 Média do nimero de plantas tombadas em funcéo de incidéncia de Rhizoctonia solani 13/02 PB.

3 Medianas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Kruskal-Wallis complementado com o teste
de multiplas comparagdes de Dunn com 5% de probabilidade.



23

Tabela 5: Resultado de cada tratamento composto pela mediana + semi-amplitude interquartilica do nimero de
plantas de tomate tombadas (cultivar Super Marmande), do Experimento de biocontrole n° 1 realizado em Capéo
Bonito — SP. 2018.

Tratamentos Mediana * semi-amplitude interquartilic
Controle branco (sem R.s?) 0,0£00a
Testemunha (R.s?) 1,0£25b
R.s +1B11/12 00+0,0a
R.s + 1B18/03 0,0+0,0a
R.s+ IB19/17 0,0x£05ab
R.s + 1B30/07 0,0+1,0ab
R.s + 1B42/03 0,0+£05ab

IR.s: Rhizoctonia solani isolado 13/02 PB.

Letras iguais ndo diferem pelo Teste Kruskal-Wallis complementado com o teste de multiplas comparagdes de
Dunn com 5% de probabilidade.

Figura 2: Porcentagem de plantas vivas de tomate (cultivar Super Marmande) cultivadas em vasos contendo
substrato inoculado simultaneamente com Rhizoctonia solani (isolado 13/02 PB) e diferentes isolados de
Trichoderma sp., além da presenca do controle branco. Experimento n® 1 de biocontrole realizado em Capéo
Bonito- SP. 2018.
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* Letras iguais significam que ndo houve diferenca entre os tratamentos, segundo o Teste de Tukey a 5%. Dados
transformados em arcsen [(X/100)*?]. C.V.= 21,55%.
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Experimento de biocontrole n° 2

No Experimento de biocontrole n°® 2, os isolados 1B11/12, 1B18/03, 1B19/17,
IB30/07 e 1B42/03 reduziram significativamente o tombamento de plantas de tomate, sendo
estatisticamente semelhantes ao controle branco. Os niveis de controle desses isolados variaram
entre 87 e 93% e proporcionaram as maiores porcentagens de plantas vivas (Tabela 6, Tabela

7, e Figura 3).

Tabela 6: Nimero de plantas de tomate tombadas (cultivar Super Marmande), cultivadas em vasos contendo
substrato inoculado simultaneamente com Rhizoctonia solani - R.s (isolado 13/02 PB) e diferentes isolados de
Trichoderma spp..Experimento n° 2 de biocontrole realizado em Capédo Bonito — SP. 2018.

Tratamento Média? Porcentagem de Mediana®
controle
Controle branco (sem 0 100 0a
R.sY)
Testemunha (R.s) 3 0 3b
R.s+1B11/12 0,4 87 Oa
R.s + 1B18/03 0,4 87 Oa
R.s + 1B19/17 0,2 93 Oa
R.s + 1B30/07 0,2 93 Oa
R.s + 1B42/03 0,4 87 Oa

! R.s: Rhizoctonia solani isolado 13/02 PB.

2 Média do niimero de plantas tombadas em funcéo de incidéncia de Rhizoctonia solani.

3 Medianas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Kruskal-Wallis complementado com o teste de
multiplas comparacdes de Dunn com 5% de probabilidade.
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Tabela 7: Resultado de cada tratamento composto pela mediana + semi-amplitude interquartilica do nimero de

plantas de tomate tombadas (cultivar Super Marmande), do Experimento de biocontrole n° 2 realizado em Capdo
Bonito — SP. 2018.

Tratamentos Mediana +Semi-amplitude interquartilica
Controle Branco (sem R.s?) 0,0+0,0a2
Testemunha (R.s) 30£20b
R.s +1B11/12 0,0x10a
R.s + 1B18/03 00+10a
R.s + 1B19/17 0,0+05a
R.s + 1B30/07 0,0+05a
R.s + 1B42/03 00+10a

R.s:Rhizoctonia solani isolado 13/02 PB.

2 etras iguais ndo diferem pelo Teste Kruskal-Wallis complementado com o teste de multiplas comparacdes de
Dunn com 5% de probabilidade.

Figura 3: Porcentagem de plantas vivas de tomate (cultivar Super Marmande) cultivadas em vasos contendo
substrato inoculado simultaneamente com Rhizoctonia solani (isolado 13/02 PB), e diferentes isolados de
Trichoderma sp., além da presenca do controle branco. Experimento n° 2 de biocontrole realizado em Capéo
Bonito - SP. 2018.
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* Letras iguais significam que ndo houve diferenca entre os tratamentos, segundo o Teste de Tukey a 5%. Dados
transformados em arcsen [(X/100)"2]. C.V. = 20,28%.
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Experimento de biocontrole n° 3

No experimento n° 3, o isolado IB30/07 reduziu o numero de plantas tombadas
e proporcionou a maior porcentagem de controle e plantas vivas, sendo semelhante ao controle
branco. Os demais isolados de Trichoderma sp. ndo diferiram da testemunha, embora o controle
tenha sido de 83%, 92%, 92% e 50% para os isolados IB 11/12, IB 18/03, IB 19/17 e IB 42/03

respectivamente.

Tabela 8: Numero de plantas de tomate tombadas (cultivar Super Marmande), cultivadas em vasos contendo
substrato inoculado, ou ndo (c. branco) simultaneamente com Rhizoctonia solani - R.s (isolado 13/02 PB), e
diferentes isolados de Trichoderma spp.. Experimento n® 3 de biocontrole realizado em Capéao Bonito — SP. 2018.

Tratamento Média? Porcentagem de Mediana®
controle
Controle branco 0 100 0a
(sem R.s?)

Testemunha (R.s) 2,4 0 1b
R.s+1B11/12 0,4 83 0ab
R.s +1B18/03 0,2 92 0ab
R.s +1B19/17 0,2 92 0ab
R.s + 1B30/07 0 100 Oa
R.s +1B42/03 1,2 50 0ab

IR.s: Rhizoctonia solani isolado 13/02 PB.

2 Média do niimero de plantas tombadas em funcéo de incidéncia de Rhizoctonia solani

3 Medianas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Kruskal-Wallis complementado com o teste
de multiplas comparac6es de Dunn com 5% de probabilidade.
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Tabela 9: Resultado de cada tratamento composto pela mediana + semi-amplitude interquartilicado nimero de
plantas de tomate tombadas (cultivar Super Marmande), do Experimento de biocontrole n° 3 realizado em Capéo
Bonito — SP. 2018.

Tratamentos Mediana + Semi-amplitude interquartilica
Controle Branco (sem R.sY 0,0+0,0a
Testemunha (R. st) 1,0£2,0b
R.s+ 1B11/12 0,0 +1,0ab
R.s + 1B18/03 0,0 £ 0,5ab
R.s+ 1B19/17 0,0 £0,5ab
R. s + 1B30/07 0,0+00a
R.s + 1B42/03 0,0+25ab

L R.s: Rhizoctonia solani isolado 13/02 PB
Letras iguais ndo diferem pelo Teste Kruskal-Wallis complementado com o teste de multiplas comparacfes de
Dunn com 5% de probabilidade.

Figura 4: Porcentagem de plantas vivas de tomate (cultivar Super Marmande), cultivadas em vasos contendo
substrato inoculado simultaneamente com Rhizoctonia solani (isolado 13/02 PB), e diferentes isolados de
Trichoderma sp., além da presenca do controle branco. Experimento n® 3 de biocontrole realizado em Capéao
Bonito- SP. 2018.
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* Letras iguais significam que ndo houve diferenga entre os tratamentos, segundo o Teste de Tukey a 5%. Dados
transformados em arcsen [(X/100)*2]. C.V. = 27,06%.
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Referente aos trés experimentos de controle bioldgico descritos acima, com
inoculagcdo simultanea de R. solani 13/02 PB, e diferentes isolados de Trichoderma spp.,
realizados em Capédo Bonito, SP, os isolados testados apresentaram niveis de controle que
variaram de 50% a 100% (Tabela 10), o que permite inferir que apresentaram competéncia de
colonizagdo rizosférica.

Tabela 10: Variacdo de porcentagem de controle de R. solani 13/02 PB por Trichoderma spp. apresentada nos

experimentos de biocontrole de nimeros 1, 2 e 3, com auséncia e presenca de inoculagdo simultdnea em substrato
para crescimento de mudas, realizado em Capéo Bonito, SP. 2018.

Isolados Porcentagem de controle
IB11/12 832100 %
IB18/03 87 a 100%
IB19/17 90 a 93%
IB30/07 70 a 100%
I1B42/03 50 a 90%

Os frutos do tomate séo dificeis de serem produzidos por ser a cultura sujeita a
muitas doengas, exigindo cuidados intensivos por parte dos produtores. Dentre as doengas, 0
tombamento de plantas causado por R. solani é uma das mais importantes. Segundo Goulart
(2016), o tratamento de sementes com fungicidas tem sido a medida mais empregada e eficiente
para o controle de R. solani, portanto considerado estratégico no manejo da doenca. No entanto,
a crescente preocupacdo com 0 meio ambiente e a salde humana tem aumentado
significativamente a procura por insumos para a substituicdo, ou diminuicdo do uso de
agrotoxicos nas Ultimas décadas (CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003). Nesta busca, o controle
bioldgico é uma das alternativas mais promissoras e as espécies de Trichoderma desempenham
um papel importante no controle de fitopatdgenos de plantas, especialmente os de solo (HA,
2010).

O grande potencial de isolados de Trichoderma no controle de R. solani pode ser
constatado no trabalho realizado. Todos os isolados testados para o controle do tombamento
em tomateiro apresentaram porcentagens de reducdo na morte das plantas que variaram entre
50% e 100%. Porcentagens semelhantes de controle da doenca em tomateiro foram obtidas por
Sales (2011), entre 75 e 100%, quando utilizou cinco isolados de Trichoderma spp. (1.611,
2.121, 1.439-B, 2.130 e 1.599). Montealegre et al. (2010), também observaram a capacidade de
trés mutantes de T. harzianum no controle de R. solani, em dois cultivares de tomate. Trés, dos
seis mutantes testados, preveniram a mortalidade de plantas da cv. 92.95 em 100% e na cv.

Gondola em 40%, em ensaios em casa de vegetacdo. Os pesquisadores constataram que, além
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da reducdo da mortalidade das plantas, houve um aumento no desenvolvimento, peso fresco e
seco das plantas. Ja Lewis e Lumsden (2001), observaram a reducdo da incidéncia de
tombamento causado por R. solani por dois isolados de Trichoderma spp. nas culturas de
abobora, berinjela, pepino e repolho.

Segundo Harman et al. (2004a), Harman (2006), e Woo et al. (2006), espécies
de Trichoderma sdo muito utilizadas no biocontrole de patégenos do solo, uma vez que ocupam
0 mesmo ambiente e colonizam com eficiéncia o sistema radicular das plantas, agindo por

competicdo, inducdo de resisténcia, antibiose e parasitismo.

3.2.1 Quantificagdo de unidades formadoras de colonia (UFC) de Trichoderma spp.

Unidades formadoras de colbénias do Experimento de biocontrole n°1

Tendo em vista os resultados apresentados na tabela 11, os isolados 1B 42/03 e
IB 19/17 apresentaram as maiores contagens de UFC, quais sejam, respectivamente 35,3 x 10*
UFC g*e 26,3 x 10 UFC g*. Embora, os outros trés isolados também tenham sido capazes de
sobreviver no substrato de crescimento até o final do experimento.

Esses resultados confirmaram a capacidade de colonizacao de Trichoderma spp.

no substrato onde as plantas de tomateiros foram crescidas.

Tabela 11: Numero de unidades formadoras de coldnia por grama (UFC/g) de substrato comercial Tropstrato®
HT Vida Verde, ao final do experimento em casa de vegetacdo, para cinco isolados de Trichoderma spp.. Referente
ao experimento de biocontrole n° 1, realizado em Capdo Bonito-SP. 2018.

Isolados * UFC g (conidios x 10%) 2

Controlebranco e

R.solani 13/02PB e

IB11/12 12,7
1B18/03 20,0
IB19/17 26,3
1B30/07 15,0
1B42/03 35,3

!Isolados de Trichoderma sp crescidos em grdos de arroz incorporados ao substrato.
ZNUmero de unidades formadoras de col6nia no substrato de cultivo.
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Unidades formadoras de colénias do Experimento de biocontrole n°2

Conforme os resultados da tabela 12, os isolados IB 19/17 e IB 18/03
apresentaram os maiores valores de UFC, quais sejam, respectivamente 22,7 x 10°UFC g e
21,3 x 10* UFC g%, embora os outros trés também tenham sobrevivido até o final do
experimento. Esses resultados confirmaram a capacidade de colonizagdo de Trichoderma spp.

no substrato onde as plantas de tomateiros foram crescidas.

Tabela 12: Nimero de unidades formadoras de col6nia por grama (UFC/g) de substrato comercial Tropstrato®
HT Vida Verde, ao final do experimento em casa de vegetacdo, para cinco isolados de Trichoderma spp.. Referente
ao Experimento de biocontrole n° 2, realizado em Capéo Bonito-SP. 2018.

Isolados * UFC g (conidios x 10%) 2

Controlebranco e

R.solani 13/02PB

1B11/12 13,0
1B18/03 21,3
1B19/17 22,7
1B30/07 13,0
1B42/03 16,7

!Isolados de Trichoderma sp. crescidos em gréos de arroz incorporados ao substrato.
ZNUmero de unidades formadoras de colénia no substrato de cultivo.

Unidades formadoras de colonias do Experimento de biocontrole n°3

Da mesma forma que nos dois experimentos anteriores, todos os isolados de
Trichoderma sp. permaneceram presentes no substrato onde as plantas de tomateiros foram
crescidas. Os resultados quanto ao nimero de UFCs foram 20,0 x 10%, 18,0 x 104 17,7 x 10%,
17,3 x 10%* e 11,7 x 10* para os isolados 1B 30/07, 1B 42/03, IB 11/12, IB 18/03 e IB 19/17,

respectivamente.
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Tabela 13: Numero de unidades formadoras de coldnia por grama (UFC/g) de substrato comercial Tropstrato®
HT Vida Verde, ao final do experimento em casa de vegetacao, para cinco isolados de Trichoderma spp. Referente
ao experimento de biocontrole n° 3, realizado em Capéo Bonito-SP. 2018.

Isolados * UFC g (conidios x 10%) 2

Controlebranco e

R.solani 13/02PB e

IB11/12 17,7
1B18/03 17,3
1B19/17 11,7
I1B30/07 20,0
1B42/03 18,0

L1solados de Trichoderma sp. crescidos em graos de arroz incorporados ao substrato.
2 Namero de unidades formadoras de coldnia no substrato de cultivo.

Esses resultados confirmaram a capacidade de colonizacéo e sobrevivéncia dos

isolados de Trichoderma spp. nos substratos de crescimento de plantas de tomateiro.

3.3 EXPERIMENTO DE PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE PLANTAS DE
TOMATE POR Trichoderma spp.

Experimento de promogao de crescimento n° 1

Pelos dados da tabela 14 e Tabela 15, e figuras 5 e 6, pode-se observar que houve
diferenca significativa no crescimento das plantas tratadas com os isolados IB 11/12 e IB 18/03
em relacdo ao controle branco. As porcentagens de ganho de crescimento foram de 222,73% e
245,45%, respectivamente. Quanto aos demais tratamentos, embora ndo tenham diferido

significativamente do Controle branco, promoveram ganhos de crescimento superiores a 100%.
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Tabela 14: Massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA), em gramas, de plantas de tomate cultivar Super
Marmande, oriundas de vasos contendo substrato inoculado ou ndo, com diferentes isolados de Trichoderma
(Tch). Experimento n° 1 de promogao de crescimento. Capao Bonito — SP. 2018.

Soma' MMSPA  Média?da MMSPA Aumento de

Tratamento (gramas) (gramas) crescimento das
g g plantas® (%)

Controle branco* (sem 0,110 0,022 a° 0

Tch)

IB11/12 0,355 0,071 b 222,73
1B18/03 0,381 0,076 b 245,45
IB19/17 0,270 0,054 ab 145,45
IB30/07 0,241 0,048 ab 118,18
IB42/03 0,189 0,047 ab 113,64

1Soma da massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA), das plantas (em gramas), de cinco repetigdes.
2Média da MMSPA de cinco repeticdes.

3Porcentagem de aumento de crescimento em relagdo a média da testemunha.

4Sem aplicacdo de Trichoderma spp..

SDados originais transformados em (x + 0,5)%

Letras iguais significam que os tratamentos ndo diferiram entre si, segundo o Teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 15: Média de massa de matéria seca da parte aérea + Erro Padrdo, em gramas, de plantas de tomate cultivar
Super Marmande, oriundas de vasos contendo substrato para crescimento de mudas, inoculado ou ndo com
diferentes isolados de Trichoderma spp..Experimento n® 1 de Promocdo de crescimento. Cap8o Bonito — SP. 2018.

Tratamento Média de MMSPA! + Erro Padrio ?
C. branco

(sem Tch) 0,022 £ 0,006 a

1B11/12 0,071 +0,013 b

1B18/03 0,076 £ 0,007 b

1B19/17 0,054 + 0,010 ab

1B30/07 0,048 + 0,008 ab

1B42/03 0,047 + 0,009 ab

!Média da massa de matéria seca da parte aérea de cinco repeticdes de plantas de tomate, cultivar Super Marmande,
onde os dados originais de cada repeticdo foram transformados em (x + 0,5)*. 2Erro Padrdo da média de MMSPA
(gramas), de cada tratamento.
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Figura 5: Efeito de cinco isolados de Trichoderma spp. na média da MMSPA (gramas) de plantas de tomateiro
(cultivar Super Marmande), dois meses apds o plantio das sementes, em casa de vegetagdo. Experimento n® 1 de
Promog&o de crescimento. Capdo Bonito — SP. 2018.
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*Letras iguais significam que os tratamentos nao diferiram entre si, segundo o Teste Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 6: Porcentagens de ganhos de MMSPA de cada tratamento, em relacdo a média do tratamento controle
branco (C.b.), referentes as plantas de tomate, cultivar Super Marmande. Experimento n°1 de promocéo de
crescimento. Capdo Bonito — SP. 2018.
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Observando-se os dados das Tabelas 16 e 17, e das Figuras 7 e 8, constata-se que
alguns tratamentos diferiram entre si (P> 0,05). Os isolados 1B18/03, 1B19/17 e 1B42/03
diferiram significativamente do tratamento Controle branco, com aumentos na massa de
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matéria seca de 214,71%, 111,76% e 108,82%, respectivamente. Os resultados com os isolados
IB 11/12 e IB 30/07 n&o diferiram em relacéo a testemunha.

Tabela 16: Massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA), em gramas, de plantas de tomate cultivar Super
Marmande, oriundas de vasos contendo substrato inoculado ou ndo, com diferentes isolados de Trichoderma (Tch).
Experimento n° 2 de promocdo de crescimento. Sdo Paulo — SP. 2018.

Soma' MMSPA Média?da MMSPA Aumento de crescimento
Tratamento 3
(gramas) (gramas) das plantas® (%)

Controle branco* (sem 0,178 0,036 ¢° 0
Tch)
1B11/12 0,172 0,034 c 5,88
1B18/03 0,535 0,107 a 214,71
1B19/17 0,360 0,072b 111,76
I1B30/07 0,160 0,032 ¢ 5,88
1B42/03 0,357 0,071b 108,82

'Soma da massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA), das plantas (em gramas), de cinco repetigdes.

2Média da MMSPA de cinco repeticdes.

3Porcentagem de aumento de crescimento em relagdo a média da testemunha.

4Sem aplicagdo de Trichoderma spp..

SDados originais transformados em (x + 0,5)*.

Letras iguais significam que os tratamentos ndo diferiram entre si, segundo o Teste Tukey a 5% de probabilidade

Tabela 17: Média de massa de matéria seca da parte aérea + Erro Padrdo, em gramas, de plantas de tomate cultivar
Super Marmande, oriundas de vasos contendo substrato para crescimento de mudas, inoculado ou ndo com
diferentes isolados de Trichoderma. Experimento n° 2 de Promocéo de crescimento. Sdo Paulo — SP. 2018.

Tratamento Média de MMSPA! + Erro Padrio ?
Controle branco 0,036 £ 0,002 ¢

(sem Tch)

1B11/12 0,034 + 0,004 c

1B18/03 0,107 + 0,007 a

1B19/17 0,072 + 0,006 b

1B30/07 0,032 +0,005 ¢

1B42/03 0,071 +0,006 b

!Média da massa de matéria seca da parte aérea de cinco repeti¢cGes de plantas de tomate, cultivar Super Marmande,
onde os dados originais de cada repeticdo foram transformados em (x + 0,5)%. 2Erro Padrdo da
média de MMSPA (gramas), de cada tratamento.
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Figura 7: Efeito de cinco isolados de Trichoderma spp. na média da MMSPA (gramas), de plantas de tomateiro
(cultivar Super Marmande), dois meses apds o plantio das sementes, em casa de vegetagdo. Experimento n° 2 de
Promoc&o de crescimento. S&o Paulo — SP. 2018.
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*Letras iguais significam que os tratamentos nao diferiram entre si, segundo o Teste Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 8: Porcentagens de ganhos de MMSPA de cada tratamento, em relagdo a média do tratamento controle
branco (C.b.), referentes as plantas de tomate, cultivar Super Marmande. Experimento n°® 2 de promocéo de
crescimento. Séo Paulo — SP. 2018.
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Observando-se os dados das Tabelas 18 e 19, e das Figuras 9 e 10, constata-se
que alguns tratamentos diferiram entre si (P> 0,05). O isolado 1B 18/03 diferiu
significativamente do Controle branco. Embora os isolados IB 19/17 e IB 42/03 ndo tenham
diferido estatisticamente da testemunha, apresentaram aumentos na massa de matéria seca da
parte aérea em 64,10% e 94,87%, respectivamente.

Tabela 18: Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA), em gramas, de plantas de tomate cultivar Super
Marmande, oriundas de vasos contendo substrato inoculado ou ndo com diferentes isolados de Trichoderma
(Tch). Experimento n° 3 de promocao de crescimento. Sdo Paulo — SP. 2018.

Soma! (MMSPA) Média? da MMSPA Aumento de
Tratamento (gramas) (gramas) crescimento das
g g plantas® (%)

Controle branco* (sem 0,195 0,039 bS 0
Tch)
1B11/12 0,215 0,043 ab 10,26
1B18/03 0,427 0,085 a 117,95
IB19/17 0,320 0,064 ab 64,10
I1B30/07 0,200 0,040 b 2,56
1B42/03 0,381 0,076 ab 94,87

1Soma da massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA), das plantas (em gramas), de cinco repeticdes.

2Média da MMSPA de cinco repeticdes.

3Porcentagem de aumento de crescimento em relagdo a média da testemunha.

4Sem aplicacdo de Trichoderma spp..

Dados originais transformados em (x + 0,5)*.

Letras iguais significam que os tratamentos ndo diferiram entre si, segundo o Teste Tukey a 5% de probabilidade
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Tabela 19: Média de massa de matéria seca da parte aérea + Erro Padrdo, em gramas, de plantas de tomate cultivar
Super Marmande, oriundas de vasos contendo substrato para crescimento de mudas, inoculado ou ndo com
diferentes isolados de Trichoderma. Experimento n° 3 de Promocao de crescimento. Sdo Paulo — SP. 2018.

Tratamento Média de MMSPA! (g) = Erro Padrao ?
C. branco 0,039 + 0,006 b
(sem Tch)
1B11/12 0,043 £ 0,006 ab
1B18/03 0,085%0,012a
1B19/17 0,064 £ 0,012 ab
1B30/07 0,040 £ 0,005 b
1B42/03 0,076 £ 0,010 ab

!Média da massa de matéria seca da parte aérea de cinco repeticdes de plantas de tomate, cultivar Super Marmande,
onde os dados originais de cada repeticdo foram transformados em (x + 0,5)*. 2Erro Padrdo
da média de MMSPA (gramas), de cada tratamento.

Figura 9: Efeito de cinco isolados de Trichoderma spp. na média da MMSPA (gramas), de plantas de tomateiro
(cultivar Super Marmande), dois meses apds o plantio das sementes, em casa de vegetacdo. Experimento n° 3 de
Promocdo de crescimento. Sdo Paulo — SP. 2018.
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*Letras iguais significam que os tratamentos ndo diferiram entre si, segundo o Teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 10: Porcentagens de ganhos de MMSPA de cada tratamento, em relacdo a média do tratamento controle

branco (C.b.), referentes as plantas de tomate, cultivar Super Marmande. Experimento n° 3 de promocdo de
crescimento. S&o Paulo — SP. 2018.
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Conforme os resultados apresentados nos experimentos de Promocéo de
Crescimento, destacaram-se o isolado 1B18/03 nos trés experimentos, e os isolados IB 11/12
no primeiro e IB 19/17 e IB 42/03 no segundo experimento, o que os qualificam como 0s mais
promissores para promogéo de crescimento em tomateiro.

Tabela 20: Resultados dos experimentos nimeros 1, 2 e 3 de promocéo de crescimento de tomateiro, cultivar
Super Marmande, em auséncia e em presenca de diferentes isolados de Trichoderma spp.

N° do Melhores tratamentos®
ensaio
1 IB 11/12 ¢ IB 18/03
2 IB 18/03, IB 19/17 e IB 42/03
3 IB 18/03

Tratamentos com Trichoderma spp. que apresentaram diferenca significativa em relagdo ao Controle Branco.

Esses resultados estdo de acordo com Hermosa et al. (2012) que confirmam que
algumas linhagens de Trichoderma podem interagir diretamente com as raizes, aumentando o
crescimento das plantas. Para Harman et al. (2004a) e Harman et al. (2004b), Trichoderma
otimiza a absorcéo de nutrientes, melhorando o desenvolvimento vegetativo das plantas.

Segundo Machado et al. (2012), os mecanismos de a¢do dos fungos promotores
do crescimento vegetal sdo especificos e podem variar conforme o ambiente, disponibilidade
de nutrientes e interferéncia de outros microrganismos. A promocdo do crescimento por

isolados de Trichoderma pode estar relacionada ao controle de fitopatogenos (MELO, 1996), a
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disponibilizagdo e/ou aumento na captacdo e translocacao de nutrientes pelas raizes da planta,
influenciados pela microbiota presente, e producdo de hormonios ou outros fatores de
crescimento (ALTOMARE et al., 1999; KLEIFELD; CHET, 1992). Hoyos-Carvajal, Orduz e
Bisset (2009), avaliaram a producdo de metabolitos por 101 isolados de Trichoderma spp.
Constataram a producéo de acido indolacético (AlA) ou andlogos da auxina por 60% das cepas
estudadas, 20% delas foram capazes de produzir formas sollveis de fosfato de rocha fosfatica,

e 8% mostraram capacidade de produzir sider6foros que sdo agentes quelantes de ferro.

3.4 ISOLADOS PROMISSORES COMO ACB E COMO PROMOTOR DE
CRESCIMENTO PARA O TOMATEIRO

Pelo resumo dos seis experimentos realizados em cultivo protegido (Controle
Bioldgico e Promogdo de Crescimento) acima descritos, pode-se constatar que os isolados que
apresentaram diferenca significativa em relagédo a testemunha foram, para o controle biologico,
os isolados 1B11/12, IB18/03, 1B19/17, 1B30/07 e IB 42/03, enquanto para promocao de
crescimento de tomateiro foram os isolados 1B11/12, IB18/03, IB19/17 e IB 42/03.

3.5 EXPERIMENTO DE PAREAMENTO DE CULTURAS, Trichoderma spp.
VERSUS Rhizoctonia solani, IN VITRO.

3.5.1 Avaliagéo de isolados de Trichoderma spp. versus Rhizoctonia solani, in vitro, baseada
na escala de Bell.

Pelos dados apresentados na Tabela 21, pode-se constatar que os isolados de
Trichoderma IB 11/12, 1B 19/17, IB 30/07 e 1B 42/03 ocuparam praticamente toda a superficie
da placa, crescendo sobre R. solani 13/02 PB, recebendo a nota 1 da escala de Bell (BELL;
WELLS; MARKHAM,1982). Quanto ao isolado IB 18/03, ocupou aproximadamente metade
da superficie da placa, recebendo nota 3. Esse teste demonstrou que quatro dos isolados de
Trichoderma sdo antagonistas ao patdgeno porque, de acordo com escala de Bell (BELL;
WELLS; MARKHAM,1982), as médias das notas apresentadas foram menores que dois.
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Tabela 21: Notas com base nas médias obtidas pela escala de Bell (BELL; WELLS; MARKHAM, 1982), em
cultivo dual entre cinco isolados de Trichoderma spp. e o patégeno Rhizoctonia solani isolado 13/02 PB. Sao
Paulo — SP. 2018.

Avaliagdo ! Classificacdo Escala de Bell ?
IB 11/12 IB 18/03 IB 19/17 IB 30/07 IB 42/03
Notas 1 3 1 1 1

!Decorridos 7 dias apds inicio do experimento.
2Classificacdo média de cinco repeticGes para cada tratamento de acordo com a escala de Bell (BELL; WELLS;
MARKHAM, 1982).

Os resultados apresentados estdo de acordo com Elias, Arcos e Arbelaez (1993),
que fizeram o teste de pareamento entre 17 isolados de Trichoderma e dois patdgenos,
Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum. Segundo esses autores, foi constatado maior
antagonismo sobre Rhizoctonia solani, sendo que todos os isolados de Trichoderma reduziram
de forma consideravel o desenvolvimento do patogeno, além de esporularem abundantemente
sobre a colénia do patdgeno. Remuska e Dalla Pria (2007), em testes de cultivo pareado,
constataram que Trichoderma spp. exerceu controle significativo sobre Sclerotium rolfsii,
embora ndo tenha impedido a formacéo de esclerodios. Isaias et al. (2014), testaram 20 isolados
de Trichoderma spp. contra S. rolfsii e Verticillium dahliae, e constataram a inibicdo do
crescimento micelial dos isolados dos fitopatdgenos, sendo que o isolado CENG691
(Trichoderma harzianum) apresentou grau maximo (classe 1) de antagonismo da escala de Bell
(BELL; WELLS; MARKHAM,1982), contra esses fitopatdgenos. Os autores Hoyos-Carvajal
et al. (2008), realizaram testes in vitro de confrontamento com oito isolados de Trichoderma, e

demonstraram que todos foram antag6nicos a Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii.

3.5.2 Avaliacédo de crescimento de Rhizoctonia solani na presencga de Trichoderma spp.,
com base na medida do diametro de crescimento das colonias, em milimetros.

A analise estatistica ratificou que todos os isolados de Trichoderma spp. testados
tiveram diferenca significativa em relacdo ao tratamento controle, sendo o isolado 1B18/03 o
que causou maior inibi¢cdo no crescimento das coldnias do isolado Rhizoctonia solani 13/02 PB.
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Tabela 22: Avaliacdo de crescimento (mm), de coldnias de Rhizoctonia solani, isolado 13/02 PB, em presenca e
em auséncia de diferentes isolados de Trichoderma spp. Sdo Paulo — SP. 2018.

Isolado Médias de crescimento® (mm)
R. solani 13/02 PB 2 61,36 a

IB11/12 52,34 b

IB18/03 45,61 d

IB19/17 51,37 bc

IB30/07 51,30 bc

1B42/03 49,70 c

'Experimento de competicdo entre Trichoderma spp. e R.solani 13/02 PB com leitura realizada no 3° dia. 2Presenca
somente do patdégeno Rhizoctonia solani 13/02 PB.

Figura 11: Medidas de diametro de crescimento (mm), de colénias de R. solani 13/02PB (Rs), em auséncia e em
presenca de diferentes isolados de Trichoderma spp., ao 3° dia apés instalacdo do experimento. Sdo Paulo - SP. 2018.
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Letras iguais significam que os tratamentos ndo diferiram entre si, segundo o Teste de Tukey a 5%.

Esses resultados estédo de acordo com o ensaio de Hoyos-Carvajal, Duque e Orduz
(2008), onde constataram em cultivos in vitro a inibicdo promovida por 46 isolados de
Trichoderma spp. a R. solani. Fernandez Barbosa e Suarez Meza (2009), testaram pelo método de
pareamento in vitro, através de cultivo dual em placas de Petri, seis isolados de Trichoderma
harzianum, sendo trés comerciais (TCC-001, TCC-005 e TCC-006) e trés selvagens (TCN-009,
TCN-010, TCN-014), contra um isolado de Fusarium oxysporum Schlecht f. sp passiflorae (FSM-
003). Constataram que todos os seis isolados de Trichoderma harzianum apresentaram raios de
crescimento superiores aos do isolado do patdgeno, o que sugere a competéncia de antagonismo
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desses isolados frente aos fitopatdgenos. Igualmente Suarez Meza et al. (2008), avaliaram o
antagonismo in vitro, entre seis isolados de Trichoderma, sendo trés selvagens de Trichoderma
harzianum Rifai, e trés comerciais, contra dois isolados de Fusarium solani (Mart.) Sacc..Os
resultados demonstraram que houve antagonismo, em menor e maior grau, dos isolados selvagens
e comerciais frente frente aos dois isolados de Fusarium solani (Mart.) Sacc..

Em trabalho semelhante, Martinez et al. (2014), testaram em cultivo de pareamento,
27 isolados de Trichoderma spp. e 2 isolados de Sarocladium oryzae (Sawada) W. Gams & D.
Hawksworth. Os autores constataram um percentual de 85,18% de isolados de Trichoderma spp.

com competéncia para inibi¢do dos isolados dos patdgenos.

3.6 EFEITO DE CINCO TEMPERATURAS NO CRESCIMENTO DE DOIS
ISOLADOS DE Trichoderma spp., EM MEIO BDA.

Para o isolado de Trichoderma IB 11/12 (Figura 12) constata-se que a melhor
temperatura para seu desenvolvimento foi a de 30°C, visto que em 3 dias o crescimento micelial
atingiu a totalidade da placa, seguida da temperatura de 25°C com 4 dias. Isso sugere que este

isolado possa ter boa eficiéncia em regides com temperatura na faixa de 25°C a 30° C.

Figura 12 — Diametro de crescimento (mm), de coldnias de Trichoderma IB 11/12 as temperaturas de 15°C,
20°C, 25°C, 30°C e 35°C. Séo Paulo — SP. 2018.
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Para o isolado de Trichoderma IB 18/03 (Figura 13) constata-se que a melhor
temperatura para seu desenvolvimento foi a de 30°C, visto que em 3 dias o crescimento micelial

atingiu a totalidade da placa, seguida das temperaturas de 25°C e 20°C com 4 dias. Importante
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observar que no 3° dia, os isolados submetidos a 25°C apresentaram crescimento micelial bem
proximo de completar a totalidade da placa. Isso sugere que este isolado deva ter boa eficiéncia

em regides com temperatura na faixa de 20°C a 30° C.

Figura 13: Diametro de crescimento (mm), de colénias de Trichoderma IB 18/03 as temperaturas de 15°C,
20°C, 25°C, 30°C e 35°C. Sao Paulo — SP. 2018.
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Esses resultados referentes aos isolados de Trichoderma spp. 1B 11/12 e IB
18/03, concordam com pesquisas de Klein e Eveleigh (1998), segundo os quais, varios estudos
de laboratério publicados constataram que a temperatura ideal para crescimento da maioria de
Trichoderma spp. esta na faixa entre 25°C e 30°C. Entretanto a literatura também mostra que
uma ampla faixa de temperaturas, dentre as quais, espécies de Trichoderma também podem
crescer, produzir substancias inibidoras, assim como realizar interacdo hifal contra diversos
patégenos (TRONSMO; DENNIS, 1978). Esses autores realizaram pesquisas com 54 isolados
de Trichoderma de diversas espécies, e constataram que 32 isolados cresceram a 2°C e 48 a
5°C. Ensaios realizados por Zehra et al. (2017), mostraram que o intervalo de temperatura entre
25°C e 40°C foi favordvel para o crescimento e esporulagdo de isolados de Trichoderma
harzianum e Trichoderma viride, enquanto para Trichoderma asperellum e Trichoderma
hamatum foi a faixa de 25°C a 35°C. Experimentos realizados por Kumar et al. (2017),
revelaram que o crescimento 6timo para Trichoderma harzianum ocorreu na temperatura de 25
+ 1°C. Em ensaios realizados por Singh et al. (2014), sete espécies de Trichoderma foram
testados nas temperaturas de 20°C, 25°C, 30°C e 35°C, e as melhores temperaturas de

crescimento situaram-se na faixa de 25°C a 30°C.
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3.7 EXPERIMENTO DE QUANTIFICACAO DE CONIDIOS DE Trichoderma
spp. EM DIFERENTES TEMPERATURAS

Pelos resultados constantes na Tabela 23, pode-se observar que as melhores
temperaturas para a producdo de conidios, em meio BDA, para ambos os isolados, foi entre
20°C e 30°C, sendo a de 25°C a ideal. O isolado IB 18/03, ao contrario do isolado IB 11/12, ndo
foi capaz de produzir conidios nas temperaturas de 15°C e 35°C. Portanto, o isolado IB 11/12
teria melhor capacidade de sobreviver e germinar em ambientes mais diversos quanto a
temperatura quando comparado ao isolado IB 18/03, indicando que talvez fosse o isolado mais
interessante para ser comercializado no pais, haja vista as diferentes temperaturas encontradas
nas diferentes regides brasileiras. O isolado de Trichoderma IB 11/12 apresentou maior nUmero
de conidios a 25°C, e ndo diferiu significativamente das temperaturas de 20°C e de 30°C,
enquanto as temperaturas de 15°C e 35°C apresentaram menor producdo de conidios.
Igualmente o isolado de Trichoderma IB 18/03 apresentou maior nimero de conidios a 25°C,

e ndo diferiu significativamente das temperaturas de 20°C e de 30°C.

Tabela 23: Resultados das médias de trés repeticbes do nimero de conidios, em suspensdo concentrada, dos
isolados de Trichoderma sp. IB 11/12 e IB 18/03 em diferentes temperaturas. Sdo Paulo — SP. 2018.

Isolados N° de conidios x 10”.ml*
Temperaturas*
15°C 20°C 25°C 30°C 35°C
IB 11/12 35,69 b 47,00 ab 63,17 a 59,21 ab 20,99 b
IB 18/03 Ob 7,87 a 9,41a 7,07 a Ob

'Unidade em graus Celsius.
Letras iguais significam que os tratamentos ndo diferiram entre si, segundo o Teste de Tukey a 1%.
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Figura 14: Resultado do nimero de conidios em suspenséo concentrada do isolado de Trichoderma IB 11/12 em
diferentes temperaturas (graus Celsius), expressos em 10’/ml de suspenséo concentrada. S&o Paulo — SP. 2018.
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Letras iguais significam que os tratamentos ndo diferiram entre si, segundo o Teste de Tukey a 1%.

Figura 15: Resultado do nimero de conidios em suspenséo concentrada do isolado de Trichoderma IB 18/03 em
diferentes temperaturas (graus Celsius), expressos em 10’/ml de suspenséo concentrada. S&o Paulo — SP. 2018.
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Letras iguais significam que os tratamentos ndo diferiram entre si, segundo o Teste de Tukey a 1%.

A eficiéncia dos isolados em sobreviver, crescer e se multiplicar nos ambientes,
depende, além da temperatura, de outras caracteristicas ambientais, fatores abidticos, que
podem interferir diretamente na eficiéncia do controle de fitopatdgenos e, consequentemente
no biocontrole da doenca em condi¢fes de campo (SINGH et al., 2014). Entre elas poderiam
ser mencionadas as caracteristicas fisicas e quimicas do solo, principalmente o pH e a umidade,

ja que Trichoderma é um fungo de solo e € nesse ambiente que ele depende para exercer suas
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funcOes de antagonista. Em pesquisa semelhante desenvolvida por Daryaei et al. (2016), com
Trichoderma atroviride LU132 nas temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C, os autores constataram
producdo maxima de conidios a 25°C ap0s 20 dias. Porém resultaram em maior germinacgéo a
30°C, quando comparados com as temperaturas de 20°C e 25°C. Em ensaios realizados por De
Los Santos-Villalobos et al. (2012), com Trichoderma asperellum T8a, ap6s 8 dias de
incubacdo a 28 * 1°C, verificou-se alta producdo de esporos. Cavalcante et al. (2008),
realizaram ensaios para producdo de esporos de Trichoderma das cepas T. harzanium sp., T.
viride sp., T. koningii sp., e T. polysporum sp., a temperatura de 30,0 + 0,5°C, por 7 dias, e 0S
resultados mostraram que todas as cepas produziram esporos nessa temperatura, sendo obtidas
contagens altas de esporos com T. harzianum sp.
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4.CONCLUSOES

O isolado de Rhizoctonia solani 13/02 PB foi selecionado, através de teste de
patogenicidade, para ser utilizado nos ensaios de controle biologico frente aos cinco isolados
de Trichoderma spp. (1B 11/12, IB 18/03, IB 19/17, IB 30/07 e¢ 1B 42/03.

Os cinco isolados de Trichoderma spp. avaliados protegem os tomateiros da
variedade Super Marmande, quando inoculados simultaneamente com o patdgeno Rhizoctonia
solani no substrato de mudas. Os isolados de Trichoderma apresentaram niveis de controle que
variaram de 50% a100%.

Os isolados de Trichoderma spp. avaliados nos experimentos de biocontrole
apresentaram capacidade de colonizacdo do substrato de plantio até setenta e cinco dias apés a
co-inoculagdo com o antagonista.

Os isolados de Trichoderma spp. 1B 11/12, IB 18/03, IB 19/17 e IB 42/03,
testados nos trés experimentos de promocdo de crescimento, possuem potencial como
promotores de crescimento de plantas de tomate variedade Super Marmande.

Os isolados de Trichoderma spp. IB 11/12, IB 18/03, IB 19/17, IB 30/07 e IB
42/03 apresentaram capacidade de hiperparasitismo nos experimentos in vitro, frente ao
patdgeno Rhizoctonia solani 13/02 PB.

O intervalo de temperatura entre 20°C e 30°C foi o mais favordvel para o
crescimento micelial dos isolados de Trichoderma spp. IB 11/12 e IB 18/03, enquanto a

temperatura de 25°C foi a ideal para producédo de conidios desses isolados.
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