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RESUMO

Um dos principais problemas da cultura do maracuja (Passiflora edulis f. flavicarpa
Deg.) no Brasil € a podriddo do colo e raizes causada pelo fungo Fusarium solani.
Espécies do género Trichoderma séo alternativas para o controle bioldgico desse
patégeno. Diante desse contexto,0 presente trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito de espécies de Trichoderma, e métodos de aplicagcédo, no controle da podridao
do colo e raizes do maracujazeiro. Foram utilizados 03 espécies de Trichoderma (T.
virens,T. Harzianum,T. Longibrachiatum) e 03 métodos de aplicacdo (Tratamento de
sementes, Adicdo do grdo de arroz ao substrato, Suspensado de esporos no vaso).
As trés espécies de Trichoderma apresentaram eficiéncia no controle da podridao do
colo e raizes do maracujazeiro dependendo do método de aplicacdo,T. harzianum e
T. longibrachiatum apresentaram melhores resultados quando aplicados via adicédo
de gréo de arroz colonizado ao substrato, e quanto a aplicacdo de suspenséo de
conidios ao substrato, T. virens e T. harzianum apresentaram melhores resultados.
N&o houve diferenca estatistica entre as trés espécies quando inoculadas via
tratamento de sementes. Trichoderma spp. e F. solani apresentaram capacidade de
colonizagdo endofitica nas raizes das plantas de maracujazeiro.

PALAVRAS-CHAVE: Controle bioldgico, passiflora edulis, fungos antagonistas.

IN VIVO EVALUATION OF ANTAGONISM OF TRICHODERMA SPECIES TO
FUSARIUM SOLANI, CAUSAL AGENT OF THE ROOT AND COLAR ROT OF
PASSION FLOWER

ABSTRACT

A major problem of the culture of passion fruit (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.) In
Brazil is the root and stem rot caused by the fungus Fusarium solani. Species of the
genus Trichoderma are alternatives for the biological control of this pathogen. Given
this context, the present study aimed to evaluate the effect of Trichoderma species,
and methods of application, control of root and collar rot of passion fruit. 03 were
used Trichoderma species (T. virens, T. harzianum, T. longibrachiatum) 03 and
application methods (seed treatment, Addition of the rice grain to the substrate spore
suspension in the vessel). The three species of Trichoderma showed efficiency in
control of collar rot of passion fruit and roots depending on application method, T.
harzianum and T. longibrachiatum showed better results when applied via addition of
rice grain colonized the substrate, and the application of spore suspension to the
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substrate,T. virens and T. harzianum showed better results. There was no statistical
difference between the three species when inoculated as seed treatment.
Trichoderma spp. and F. solani showed the ability of endophytic colonization in roots
of passion.

KEYWORDS: Biological control, passiflora edulis, antagonistic fungi.
INTRODUCAO

Na agricultura brasileira a fruticultura é de grande importancia, pois
representa atualmente, 25% do valor da producéo agricola nacional (FURLANETO
et al., 2011). O Brasil se destaca como o maior produtor mundial de maracuja, sendo
responsavel por aproximadamente, 60% da producéo total (AREDES et al., 2009). A
estimativa da producédo da fruta no pais é de 664.000 toneladas, e a area cultivada
corresponde a 47.032 hectares por ano (IBGE, 2010).

O maracujazeiro (Passiflora edulis f. flavicarpa DEG.) tem sua origem na
Ameérica sendo uma cultura bem adaptada aos paises de clima tropical. Entretanto,
algumas regibes de cultivo no Brasil vém apresentando sérios problemas com
patdgenos de solo, ocasionando prejuizos e impossibilitando o desenvolvimento da
cultura (BRAGA et al.,2006). Esses patégenos merecem destaque, principalmente,
devido aos importantes danos econémicos que provocam dentro do setor agricola
(GHINI & NAKAMURA, 2001).

Dentre as principais doencas causadas por patégenos de solo que afetam a
cultura do maracujazeiro, destaca-se a podriddo do colo e do sistema radicular
causada pelo fungo Fusarium solani (Mart.) Sacc. (forma assexuada de Nectria
haematococca Berk & Br.). Este fungo classificado como ascomiceto anamorfico, &
habitante de solo e se faz presente em restos culturais (LANGE, 1998), devido a
habilidade de competicdo saprofitica (COSTAMILAN, 2004).

Consequentemente, a doencga causada pelo F. solani reduz a produtividade e
inviabiliza o local de cultivo proporcionando a migracdo da cultura para outras
regides isentas do patégeno (BUENO et al., 2010). Ainda segundo estes autores, 0S
principais sintomas da doenca sdo uma leve murcha dos ponteiros, alteracdo na
coloracdo da folha, posteriormente ocorre murcha drastica, desfolha e morte das
plantas, proporcionado pelo completo anelamento necrotico do colo da planta.

Entretanto, ndo ha até o momento o controle curativo para a doenca da
podriddo do colo e raizes, sendo o biocontrole utilizando fungos do género
Trichoderma uma alternativa. O controle biolégico tem sido um método usado em
varias outras culturas como soja, feijao e eucalipto.

Fungos do género Trichoderma s&o classificados como ascomiceto
anamorfico, sdo decompositores habitantes de solo e encontrados colonizando
raizes das plantas (JENSEN & WOLFFHECHE, 1995). Sdo fungos antagbnicos a
varios fitopatégenos, por meio de parasitismo e/ou antibiose (KRUGNER & BACCHI,
1995). Podem atuar também por outros mecanismos de acdo como: competi¢cdo e
inducao de resisténcia (MELO, 1998). Contudo, as espécies desse fungo necessitam
de uma base alimentar adequada para se estabelecer no solo e na rizosfera
(PAPAVIZAS, 1981).

Conforme CORABI-ADELL (2004),Trichoderma spp. ja foi estudado como
antagonista a outras espécies de patégenos de solo como: Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum e Pythium spp. apresentando éxito nos
resultados. Desta forma, estudos para selecionar espécies de Trichoderma
eficientes no controle da podriddo do colo e raizes em maracuja causada por F.



solani, pode ser uma importante alternativa para o controle preventivo desta doenca.
Além disso, pesquisas no sentido de buscar alternativas de controle menos
agressivos ao ambiente sdo necessarias. Estudos que relacionem Trichoderma spp.
e métodos de aplicagdo em maracujazeiro na regidao Sudoeste da Bahia € de grande
importancia, uma vez que, ha a ocorréncia da doenca em municipios da regiao
produtores dessa cultura. Nesse contexto, com o0 presente trabalho objetivou-se
avaliar o efeito de espécies de Trichoderma, bem como métodos de aplicacdo, no
controle da podridao do colo e raizes do maracujazeiro.

METODOLOGIA

Localizacdo do experimento

O presente estudo foi conduzido no Laboratorio de Fitopatologia e no Campo
Agropecuario da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus de
Vitéria da Conquista-BA, no periodo de Agosto de 2011 a Julho de 2012. O
municipio encontra-se nas coordenadas geograficas 14°53 S e 40°48 W,
apresentando altitude média de 923m e clima tropical de altitude (cwa) de acordo
com Koppen. As médias de temperatura maxima e minima sao de 25,3°C e 16,1°C,
respectivamente. A precipitacdo média anual é de 733,9 mm, sendo 0s meses mais
chuvosos de novembro a marco.

Preparo e obtencéo dos inéculos de Trichoderma spp.

Foram utilizadas trés espécies de Trichoderma (T. virens, T. Harzianum e T.
longibrachiatum) gentilmente cedidas pela Empresa BIOFUNGI- Controle Biolégico,
na forma de grdo de arroz colonizado. Para preparo dos inéculos, realizou — se o
pré-cozimento do arroz em agua quente por 10 minutos, que foi transferido para
sacos de polipropileno (300 g de arroz/saco) e autoclavado a 121 °C durante 20
minutos. Em seguida, foram inoculadas as espécies de Trichoderma spp.,
separadamente, no arroz, o qual foi incubado em B.O.D. atemperatura de + 25°C e
fotoperiodo de 12 horas por sete dias. A cada dois dias, 0os sacos contendo o0 arroz
foram revolvidos para facilitar a troca gasosa, quebra dos micélios e aumento da
esporulacdo. Sete dias ap0s a inoculagéo, o arroz foi armazenado em geladeira.

Isolamento e obtencao do indculo de Fusarium solani

O isolado de F. solani foi obtido a partir de plantas de maracujazeiro doentes
oriundas do municipio de Livramento de Nossa Senhora — BA. Amostras das raizes
foram lavadas com agua corrente e desinfestadas com hipoclorito de sédio a 2,5%
(1 min), alcool a 70% (1 min) e em agua destilada por (1 min). A seguir, foram
colocadas e mantidas em camara umida em placas de Petri de 90 mm por 7 dias
para o desenvolvimento das estruturas do patéogeno. Apds o desenvolvimento das
estruturas, o isolado de F. solani foi transferido para placas de Petri contendo meio
de cultura BDA, na qual foi repicado e multiplicado, e posteriormente transferidos
para grao de arroz, conforme metodologia descrita anteriormente para o preparo e
obtencéo dos in6culos de Trichoderma spp.

Plantio das sementes de maracuja (Passiflora edulis f. flavicarpa DEG.)
Sementes certificadas de maracuja da variedade FB 200 foram semeadas em
90 copos plasticos descartaveis com capacidade para 200 mL contendo substrato
comercial Vivatto Plus®, foram semeadas trés sementes por copo e mantidas em
casa de vegetacdo, no Campo Agropecuario da UESB. ApOs as mudas atingirem 5



cm de altura, foi realizado um desbaste deixando apenas uma por recipiente. As
mudas foram regadas diariamente.

Plantio das mudas em vasos

Quando as mudas atingiram dois pares de folhas verdadeiras foram
transplantadas para vaso de 20 L contendo terra coletada em uma propriedade no
municipio de Tanhagu - BA, naturalmente infestada por F. solani. A terra utilizada
como substrato foi encaminhada ao Laboratério de Quimica do Solo da UESB e com
base no resultado da analise foi realizada a adubacédo necessaria.

Métodos de aplicacdo de Trichoderma spp.

- Tratamento de sementes: Para inoculacdo de Trichoderma nas sementes,
primeiramente os grdos de arroz colonizados com o fungo foram triturados em um
cadinho, obtendo-se um pé. A quantidade de in6culo em Trichoderma utilizada foi de
0,5 % do peso das sementes acrescido de 1% de agua destilada, também em
relagdo ao peso das sementes. O tratamento foi feito com adi¢do do in6culo em pé a
agua, a um béquer contendo as sementes, onde em seguida foi homogeneizado.

- Incorporagédo de grdos de arroz colonizado por Trichoderma spp. ao substrato:
Primeiramente, com auxilio de uma camara de Neubauer, foi quantificada a média
de esporos de Trichoderma presentes em um grama de arroz colonizado pelo fungo.
Em seguida, o arroz contendo as espécies de Trichoderma foi adicionado,
separadamente, ao substrato em uma concentracdo de 1% no momento do plantio
das sementes.

- Suspensao de esporos no vaso: A inoculagcdo ocorreu um més apoés o plantio das
mudas em vasos. Para o calculo da concentracdo de conidios a serem utilizados por
planta foi utilizada uma camara de Neubauer. As plantas foram regadas
separadamente com 100 ml de suspensdo de Trichoderma spp. contendo
1x10%conidios/mL na regido do colo da planta.

Método de aplicacdo de Fusarium solani

Cinco meses ap0s o plantio das mudas em vasos em condi¢fes de campo foi
aplicado o F. solani. O in6culo foi vertido em suspensao na regido do colo da planta
com ferimentos no sistema radicular provocados por 15 cm da lamina de uma faca
inserida no solo, a uma distancia de 2 cm do colo das plantas, deslocando-se por
toda extensao do vaso, conforme metodologia proposta por LIN & CHANG (1985).

Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em 3 blocos inteiramente casualizados, com 10
tratamentos e 03 repeticOes, sendo a parcela experimental composta por 03 plantas.
Os tratamentos foram constituidos por 03 espécies de Trichoderma (T. virens, T.
Harzianum e T. Longibrachiatum) e 03 métodos de aplicagdo, com a adicdo de mais
01 tratamento contendo apenas o F. solani, conforme a tabela 1.



Tabela 1. Tratamentos utilizados para avaliacdo do antagonismo de Trichoderma
spp. ao Fusarium solani em maracujazeiro.

N° Tratamentos

T1 T. virens x Tratamento de sementes

T2 T. virens x Adi¢édo do gréo de arroz ao substrato

T3 T. virens x Suspensao de esporos no vaso

T4 T. harzianum x Tratamento de sementes

T5 T. harzianum x Adicéo do gréo de arroz ao substrato

T6 T. harzianum x Suspensao de esporos no vaso

T7 T. longibrachiatum x Tratamento de sementes

T8 T. longibrachiatum x Adicdo do gréo de arroz ao substrato

T9 T. longibrachiatum x Suspenséo de esporos no vaso
F

T10 usarium solani ( Testemunha)

Avaliacédo do efeito antagonista de Trichoderma spp. sobre o fungo Fusarium
solani

Foi realizada avaliacdo das plantas para verificar a incidéncia da doenca com
2 meses apoOs a inoculacdo do patégeno com base na presenca ou auséncia de
podriddo do colo e/ou raizes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e comparados estatisticamente pelo teste de Scott — Knott, a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico ASSISTAT (SILVA & AZEVEDO,
2006). Os dados de percentagem de plantas apresentando sintomas da doenca

foram transformados em +/x para serem normalizados.

Teste de colonizacado endofitica por Trichoderma spp. e Fusarium solani

O teste foi realizado 39 dias apés a avaliacdo das plantas. Foram retirados
trés fragmentos de + 1 cm da raiz de trés plantas sadias e trés plantas doentes de
maracujazeiro que foram lavados em agua corrente e em seguida, passaram por
processos de desinfestacdo superficial, por meio de imersdes em solucédo de alcool
70 % (1 min), hipoclorito de sédio a 2,5 % (4 min), solucéo de alcool 70 % (30 seg) e
duas vezes em agua destilada (1 min). Em seguida, o material desinfestado foi
disposto em placas de Petri de 90 mm contendo o meio de cultura BDA, as quais
foram mantidas em B.O.D. com fotoperiodo de 12 horas durante cinco dias. Apos
esse periodo, com auxilio de microscopio estereoscopico e/ou Optico, foi verificado
se Trichoderma spp. estava presente (+) nas plantas sadias e F.solani presente (+)
nas plantas doentes coletadas para anélise.



RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo da analise de variancia para (%) plantas doentes estdo apresentados na
tabela 2.

TABELA 2: Resumo da analise de variancia para (%) plantas doentes em funcéo da
espécie de Trichoderma e dos métodos de aplicacdo em maracujazeiro. Vitoria da
Conquista-BA, 2012.

FV GL SQ QM F
Espécies de 2 11.25296 5.62648 2.8735ns
Trichoderma(T)

Métodos de aplicacéo (M) 2 51.75594 25.87797 13.2161 **
TxM 4 26.26267 6.56567 3.3531 *
Fusarium solani 1 22.45011 22.45011  11.4655 **

CV (%) 18,90

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p <0,05)
ns nao significativo (p <0,05)

Observou-se que nado houve diferenca significativa para as espécies de
Trichoderma utilizadas (tabela 2). Para os métodos de aplicacdo do fungo e para a
interacdo entre as espécies de Trichoderma e os métodos foi verificado efeito
significativo. Houve também efeito significativo para o tratamento contendo apenas o
Fusarium solani. Isso reflete a relevancia do uso de Trichoderma sob diferentes
meétodos de inoculagdo contra o patégeno estudado. Conforme HARMAN (2000), a
aplicacao de Trichoderma harzianum no solo em casa de vegetagcdo ou no campo,
aumenta o crescimento da planta, como também reduz a severidade de doencas.
Desse modo, levando-se em consideragao o relato do autor e diante dos resultados
do presente trabalho, pode-se afirmar o grande potencial do uso de Trichoderma
para o controle da podridao do colo e raizes do maracujazeiro em campo.

Como pode ser observado na Tabela 3, quando os tratamentos contendo as
espécies de Trichoderma foram comparados com o tratamento contendo apenas o
F. solani, foi observado um efeito significativo do T. virens usado na forma de
suspensao, do T. harzianum, na forma de adicdo de gréo de arroz contendo o fungo
e suspensao de conidios ao substrato e do T. longibrachiatum na forma de adicdo
de gréo de arroz, reduzindo a percentagem de plantas sintomaticas. Este resultado
indica um grande efeito das espécies de Trichoderma sobre o F. solani, inibindo o
avanco da podridao do colo e raizes do maracujazeiro em campo.



TABELA 3-Valores médios para percentagem de plantas doentes de maracujazeiros
tratadas com Trichoderma spp., associada a trés métodos de aplicagdo, Vitoria da
Conquista — BA, 2012.

Métodos de Aplicacdo

Espécies de Tratamento Adicao de Suspensa -

: ~ Média
Trichoderma de sementes Grdo de arroz 0

T. virens 66,6 aA 55,5 aA 33,3 bA* 51,8

T. harzianum 88,9 aA 22,2 bB* 33,3 bB* 48,1

... 88,9 aA 33,3 aB* 77.8 aA 66,6

Longibrachiatum

Média 81,4 37,0 48,1

Fusariumsolani 100 100 100 100

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. * significativo a 5% de
probabilidade, quando comparado ao F. solani.

Ainda na Tabela 3, para a variavel percentagem de plantas doentes,
analisando o efeito das espécies de Trichoderma dentro de cada método de
aplicacao, foi observado que as trés espécies quando inoculadas via tratamento de
sementes nao diferiram estatisticamente entre si. Em relacdo ao método de adicao
de grédo de arroz, T. harzianum foi superior as outras duas espécies testadas,
promovendo a redugdo da doenga em 77,8 %. Quando o método estudado foi a
aplicacdo de suspensdo de conidios, o T. virens e o T. harzianum foram
estatisticamente superiores ao T. longibrachiatum. Entretanto, analisando o efeito do
método de aplicacdo dentro de cada espécie de Trichoderma, observa-se que: o
método de aplicacdo nao influenciou nos resultados obtidos para T. virens; a adicao
de grdos de arroz e aplicacdo de suspensdo de conidios sdo estatisticamente
melhores que o tratamento de sementes, quando utilizada a espécie T. harzianum; e
o T. longibrachiatum apresenta resultados significativos em relagdo aos métodos de
aplicagdo, quando adicionado na forma de gréo de arroz colonizado ao substrato.

Em trabalhos realizados por MENEZES et al. (2004) utilizando espécies de
Trichoderma para o biocontrole de Macrophomina phaseolina aplicadas no
tratamento de sementes de feijdo e no solo, obteve resultados satisfatorios através
da aplicacdo de Trichoderma nas sementes de feijdo em relacdo a aplicacdo dos
antagonistas no solo natural ou esterilizado.Estes resultados diferem daqueles
apresentados no presente trabalho, onde as trés espécies de Trichoderma né&o
apresentaram efeito significativo em relacdo ao tratamento contendo apenas o F.
solani, quando inoculadas via tratamento de sementes.

ROJO et al. (2007) utilizando sementes inoculadas com T. harzianum e T.
longibrachiatum em experimento de campo, para avaliacdo de espécies de
Trichoderma como potenciais agentes de biocontrole para reduzir a podridao
causada por F. solani em plantagées de amendoim na Argentina, constataram que o
T. harzianum foi mais efetivo que o T. longibrachiatum em diminuir a severidade da
doenca.

Chang et al. (1986), utilizando aplicacdo de suspensdo de conidios de T.
harzianum no solo obtiveram um aumento da promog¢ao do crescimento determinada



através do peso de massa seca de 37% em tomateiro e 93% em pepineiro, em
relacédo a testemunha.

Fortes et al. (2007), utilizando Trichoderma spp. inoculado ao substrato
observaram aumento significativo no enraizamento de microestacas de
Eucalyptussp., com aumento de 33,48% na taxa de enraizamento, quando
comparada com a testemunha.

Colonizacéo endofitica por Trichoderma spp. e Fusariumsolani

O teste de colonizacdo endofitica realizado em raizes de plantas de
maracujazeiro aos 39 dias apds a avaliacdo das plantas, com base na presenca ou
auséncia de podriddo do colo e/ou raizes, revelaram a presenca (+) de Trichoderma
em plantas sadias e presenca (+) de F. solani em plantas doentes colonizando as
raizes. Pereira (2012) estudando o efeito promotor de crescimento por Trichoderma
spp. em mudas de maracujazeiro, constatou que T. virens, T. harzianum e T.
longibrachiatum quando inoculados nas sementes de maracuja (Passiflora edulis) e
quando aplicados via grao de arroz colonizado ao substrato, foram encontrados
colonizando as raizes das mesmas. Azevedo & Novaes (2011), avaliando o
crescimento de mudas de eucalipto produzidas por miniestaquia utilizando
Trichoderma spp. como promotor de crescimento, verificou que quando aplicado 100
mL de suspensao de esporos de T. harzianum ao substrato seguida de 2 aplicacbes
foliares detectou — se o fungo colonizando as raizes das mudas.

CONCLUSOES

1. As trés espécies de Trichoderma apresentam eficiéncia no controle da
podriddo do colo e raizes do maracujazeiro dependendo do método de
aplicacéo.

2. T. harzianum e T. longibrachiatum apresentaram melhores resultados
guando aplicados via grdo de arroz colonizado ao substrato.

3. T. virens e T. harzianum apresentaram melhores resultados quando
aplicados via suspenséao de conidios ao substrato.

4. Trichoderma spp. e Fusarium solani apresentaram colonizacdo endofitica
nas raizes das plantas de maracujazeiro.
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