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Resumo

Controle alternativo da podriddo de radicular (Sclerotium rolfsii Sacc.) em feijdo-caupi [Vigna
unguiculata (L.) Walp.] (Fabaceae). O feijao-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp., é conhecido
como feijdo-de-corda e feijdo-verde sendo uma das principais culturas exploradas pelos pequenos
produtores no Nordeste brasileiro. Dentre os fitopatdgenos que afetam sua produtividade, destaca-se
Sclerotium rolfsii Sacc. que causa a podriddo de colo em diversos cultivos do mundo. O objetivo do
trabalho foi avaliar o controle alternativo de S. rolfsii Sacc. em mudas de V. unguiculata (L.) Walp.
através do uso de antagonistas, incorporacdo de residuos organicos ao solo, utilizacdo de Gleos
essenciais, extratos vegetais e ecolife® e nutricdo mineral. O trabalho foi desenvolvido no Laborat6rio
de Fitopatologia e em casa de vegetacdo do CECA/UFAL. O patogeno foi obtido pelo isolamento de
folhas de feijdo-caupi com sintomas da doenca e depois cultivados em arroz esterilizado. Para controle
‘in vitro’, os isolados de antagonistas foram pareados com o patégeno em meio de BDA, para avaliar a
reducdo de crescimento micelial (RC) e o hiperparasitismo. Para a biofumigacdo do solo, as matérias
organicas — cama de frango, marisco, bagaco de cana, residuo de feijdo, raspa de mandioca — foram
desidratadas em estufa 55°C por 96h, moidas e incorporadas ao substrato infestado, em concentragdes
de 10% e 20% (v/v) por 20 dias e comparadas ao tiofanato metilico e a testemunha. Apds 30 dias, as
plantas foram avaliadas quanto a incidéncia da doenca e desenvolvimento da planta. No controle ’in
vivo’ as sementes foram microbiolizadas com os antagonistas (C110, C21, ENF24, R14 e
Trichoderma harzianum), o fungicida e dgua salina para testemunha. O substrato foi infestado com o
patogeno, dois dias ap6s o semeio foram avaliadas com 30 dias. Para as substancias naturais, plantas
de feijdo-caupi, com 21 dias de idade foram pulverizadas com extrato de manipueira (40%), Oleo de
eucalipto (1%), hortela pimenta (1%), Ecolife® (2%), tiofanato metilico (0,7 g/L) e &gua para
a testemunha. Apos dois dias, o substrato foi infestado com o patdgeno. Ao completar seis
dias da infestacdo, uma nova pulverizacdo foi realizada. A adubacdo mineral foi realizada no
semeio através de solucdo de Sarruge e doses de silicato de calcio e sédio, 50, 100, 500 e
1000mg/L™ e &gua para testemunha. O substrato foi infestado dois dias depois e uma segunda
adubacdo foi feita 10 dias ap6s o semeio. Os antagonistas R14, C16, ENF 24 e T. harzianum inibiram
0 patdgeno com RC de 42 a 57%. Trichoderma teve capacidade hiperparasitaria. A incorporacdo da
matéria organica ndo foi eficiente no controle da doenga. Os antagonistas ‘in vivo’ reduziram a
incidéncia da doenca e contribuiu para o desenvolvimento das plantas. Os 6leos e extratos vegetais ndo
foram eficientes em reduzir a incidéncia da doenca. A adubacdo mineral ndo foi capaz de suprimir a

doenga.

Palavras-chave — Podrid&o radicular, antagonistas, biofumigacéo, adubagdo mineral, substancias naturais.
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Abstract

Alternative control of Sclerotium rolfsii Sacc. in cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.]
(Fabaceae). The cowpea, Vigna unguiculata (L.) Walp., is known as “feijao-de-corda” and “feijdo-
verde”, among others, is one of the main cultures exploited by small producers of the Northeast
region of Brazil. Among the phytopathogens that affects its productivity, Sclerotium rolfsii Sacc. is
noteworthy, causing the stem rot in several cultures around the world. The objective of this work was
to evaluate the alternative control of S. rolfsii Sacc. in saplings of V. unguiculata (L.) Walp. trough the
biocontrol of antagonists, organic residues incorporation to the soil, utilization of essential oils, plant
extracts and mineral nutrition. The work was developed in the Laboratory de Phytopathology and in
the vegetation house of CECA/UFAL. The pathogen was obtained trough the isolations of cowpea
with symptoms of the disease and, afterwards, it was cultivated in sterilized rice. For in vitro control,
the antagonists isolates were matched with the pathogen in PDA medium, for the purpose of
evaluating the reduction of growth and the hyperparasitism. For the biofumigations of the soil, the
organic materials — poultry litter, mussel, sugar cane bagasse, bean residue, cassava scuff — were
dehydrated in stove at 55°C for 96h, grinded in the concentrations of 10% and 20% (v/v) and
incorporated to the substrate, infested for 20 days and compared to the group treated with methyl
thiophanate and to the control. After thirty days, the seedlings were evaluated about the incidence and
the suppression of the disease. In the in vivo control the seeds were microbiolized with antagonists
(C110, C21, ENF24, R14 and Trichoderma harzianum), the fungicide and saline solution for the
control. The substrate was infested with the pathogen, two days after the sow, and after 30 days were
evaluated. For the natural substances, 21 days old seedlings were pulverized with cassava flour
wastewater extract (40%), eucalyptus oil (1%), peppermint (1%), Ecolife® (2%), methyl thiophanate
(0,7 g/L) and water for the control and after two days, the substrate was infested with the pathogen.
Six days after the inoculation, a new pulverization was done. The mineral fertilization was done in the
sow trough Sarruge solution and doses of calcium silicate and sodium, 50, 100, 500 and 1000mg/L™*
and water for the control. The substrate was infested two days after that and a second fertilization was
done 10 days after the sow. After 30 days the evaluations took place. The antagonists R14, C16, ENF
24 and T. harzianum inhibited the pathogen with RC from 42 up to 57%. Trichoderma has the
hyperparasitic capacity. The incorporation of organic material was not efficient in the control of the
disease. The in vivo antagonists reduced the incidence of the disease, but it was effective in the
suppression. The oils and plant extracts were not efficient in reduced the incidence. The mineral

fertilizations was not able to suppress the disease.

Key-words: Stem rot, antagonists, biofumigation, mineral fertilization, natural substantces
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Introducao

O feijao-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp, € uma planta pertencente a familia
Fabaceae, que se diferencia por ser uma fonte rica, principalmente, em proteina e ferro
(Santos et al., 2009b), sendo assim, uma das alternativas de renda e alimento basico para
populacdo das regibes Norte e Nordeste do Brasil, que o consome sob a forma de graos
maduros e verdes (Oliveira et al., 2001). Além disso, também ¢ utilizado como forragem
verde, feno, silagem, farinha para alimentacdo animal e, ainda, como adubacdo verde e
protecdo do solo (Andrade Junior, 2000).

Atualmente é cultivado em diversos paises localizados nas regides semi-aridas do
mundo. No Brasil, vem sendo cultivado em maior ou menor escala em todas as regides.
Entretanto, por apresentar alta tolerancia a seca, sua producdo é concentrada nas zonas semi-
aridas do Nordeste (Morgado, 2006).

Ao longo de seu desenvolvimento, o feijoeiro, pode ser atacado por diversas doencas
e pragas, as quais ocasionam grandes reducGes na produtividade. Dentre os agentes
fitopatogénicos que ocasionam doencas no feijdo podem-se destacar 0s fungos que possuem
larga diversidade de espécies patogénicas, em diferentes habitats e colonizando distintas
partes vegetais do feijoeiro (Athayde Sobrinho et al., 2005).

Dentre as espécies de fungos que provocam doengas no feijoeiro, o Sclerotium rolfsii
Sacc., destaca-se por causar murchas e podridées de raizes, colo, bulbos e frutos. Os
sintomas iniciam-se por lesdes marrons e aquosas que provocam o estrangulamento do colo
ocasionando a podriddo de caule, murcha da parte area, seca, queda de folhas e

conseqlientemente morte da planta (Santos et al., 2009a).
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Estratégias de controle como tratamento quimico das sementes, resisténcia genética e
rotacdo culturas contribuem para a reducdo do patégeno, mas possuem pouca eficiéncia
(Santos et al., 2009a).

Nos ultimos anos, o numero de pesquisas sobre o controle de doencas através de
produtos alternativos vem ganhando destaque. Dentre as alternativas, o controle biolégico
com microrganismos antagonistas, 6leos essenciais, extratos vegetais, biofumigacdo e a
nutricdo mineral destacam-se com resultados significativos. (Gamiel & Stapleton, 1993a,
1993b; Amaral & Bara, 2005).

A utilizacdo de fungos e rizobactérias, com propriedades antagdnicas constitui uma
estratégia de grande interesse e importancia para viabilizar a reducdo ou substituicdo do uso
de pesticidas (Morandi & Bettiol, 2009).

O uso de biofungicidas, extratos vegetais e 6leos essenciais tem sido relatados como
potentes fungicidas e inseticidas naturais, onde resultados alcangados nessa linha de pesquisa
tem-se mostrado promissores para a utilizacdo praticas no controle de diversos fitopatégenos
(Melo, 1998; Schwan-Estrada et al., 2000).

A incorporacdo de matéria organica ao solo estimula a atividade microbiana,
limitando a atividade dos fitopatdgenos. Dentre outros fatores, existem o aumento da
competicdo por espago e nutrientes, a producdo de metabolitos toxicos aos patogénos e o
aumento da atividade dos parasitas e dos predadores (Bettiol & Ghini, 2005).

A nutricdo mineral é um fator ambiental de facil manipulacdo a ser empregado no
controle das doencas, uma vez que pode alterar a susceptibilidade do hospedeiro aos
patdgenos (Rodrigues et al., 2002). Estudos recentes tém demonstrado que o silicio além de
estimular o crescimento e a produtividade das culturas, pode conferir resisténcia desses a
estresses bioticos e abidticos, tais como excesso de metais pesados, deficiéncia hidrica, pragas
e doencas. Dessa forma, o uso de silicatos na agricultura, além dos efeitos diretos na
produtividade, podem contribuir para reducdo do uso de fungicidas (Reis et al., 2008).

Diante disso, o presente trabalho teve por objetivo, avaliar o controle alternativo da
podriddo radicular de S. rolfsii em mudas de V. unguiculata através do biocontrole com
antagonistas, incorporacdo de residuos organicos, utilizacdo de Oleos essenciais, extratos

vegetais e Ecolife®, e da nutricdo mineral.



CAPITULO |

Revisao da Literatura

1. Vigna unguiculata (L.) Walp.

O feijdo-caupi é alimento basico para a populacdo, principalmente do Nordeste, sendo
uma excelente fonte de proteinas, possuindo todos os aminoacidos essenciais, carboidratos,
vitaminas e minerais, além de ter grande quantidade de fibras dietéticas e baixa quantidade de
gordura (Andrade Junior et al., 2003).

Seu consumo, geralmente, € na forma de feijdo-verde na regido Nordeste. Na verdade
a palavra verde se refere mais ao estadio em que a vagem € colhida do que propriamente a cor
dos gréos (Freire Filho et al., 2007).

1.1 Aspectos Taxondmicos

O feijao-caupi é classificado como uma planta dicotiledénea que pertence a ordem
Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinea,
género Vigna e espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. (Freire Filho et al., 2005).

Segundo Verdcourt (1970) citado® por Izidine (1995), a espécie V. unguiculata possui
cinco subespécies, das quais trés sdo cultivadas V. unguiculata unguiculata (L.) Walp. Verdc.,
V. unguiculata cilindrica (L.) Van Eseltine e V. unguiculata sesquipedalis (L.) Fruw. e duas
espontaneas V. unguiculata denkindtiana (Harms) Verdc. e V. unguiculata mensensis
(Schweinf.) Verdc.

"Werdcourt (1970) Origem, Evolugdo e Domesticagdo do Caupi in J.P.Araljo & E.E. Watt (Org.). Embrapa. pp
27-29.
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Observa-se no caupi uma grande variabilidade fenotipica (Bezerra, 1997), o que tem
permitido a selecdo de genotipos adaptados a condi¢des climaticas especificas e adequados a
culinaria regional (Xavier, et al., 2005).

Atualmente, existem uma gama de cultivares de feijdo-caupi, como as Sempre Verde,
Canapu, Rabo de Peba, Galanjdo (Santos et al., 2009b), BR 14-Mulato, CNC0434 nigeriano
(Neves et al., 2003), IPA 206, ESPACE 10, BR-17 Gurgueia, Monteiro, Aparecido, Galanjao-
CE, Paulista, Paulistdo, Canapu-RV-2 (Xavier et al., 2005), Cariri, Corujinha e Sedinha
(Santos et al., 2007).

1.2 Distribuicao Geografica

Sendo o feijao-caupi, uma cultura que tem como habitat as regides de clima quente, a
sua origem esta provavelmente ligada ao continente africano (Filho, 19882 apud Izidine,
1995). Segundo Faris & Rawal (1975%) citado por Izidine (1995), o Oeste da Africa Central é
apontado como centro de origem e diversificacdo de V. unguiculata e a Nigéria o centro
primario de diversificacao.

E uma planta de ampla distribuicdo mundial, estando presente principlamente nas
regides tropicais do globo (Singh et al., 2002). No Brasil, foi introduzida no século XVII
pelos colonizadores portugueses e espanhdis, como também pelos povos africanos trazidos
como escravos na época do Brasil colonia, provavelmente pelo Estado da Bahia (Bevitori et
al.,1992). A partir da Bahia, acompanhando a colonizacdo, estes grdos foram disseminados
por todas as regides do pais (Bezerra & Saunders, 1992), sendo as areas semi-aridas da regido
Nordeste e algumas da regido Norte que concentram a producdo (Araujo, 1997).

De acordo com os dados obtidos pela Secretaria do Meio Ambiente e Recursos
Hidricos (2009), no Estado de Alagoas, praticamente todos 0s municipios cultivam o feijao-

caupi.
1.3 Aspectos Botanicos

O feijdo caupi é conhecido popularmente por diversos nomes nas diferentes regides do

pais como ervilha de vaca, feijao-de-campo, feijdo-de-corda, feijao-fradinho, feijao macassar,

2 Filho RF (1988) Centro de origem e diversidade genética. In: Aratjo JPP, Watt EE (Eds.) O caupi no Brasil.
IITA. Embrapa. pp 28-33.
® Faris & Rawal (1975). In: Aratjo, Watt (Eds.) O caupi no Brsail. Embrapa. pp 28.
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feijdo macaca, feijdo miudo, feijao-da-praia, feijao-verde e feijdo vigna (Lima, 1980; Oliveira
et al., 2002; Leite et al., 2009).

E uma planta herbéacea, anual, de tipo de crescimento determinado ou indetreminado,
com habitos de crescimento ereto, semi-ereto, prostados, semi-prostados ou trepadores. A
germinacdo é epigea e a raiz pivotante que a planta desenvolve pode chegar a mais de um
metro de profundidade, apresenta raizes laterais bastante profusas que permitem explorar um
bom volume de solo (Fall et al., 2003).

Apresentam sementes do tipo que pode permanecer viaveis ou dormentes no solo até
que a umidade seja favoravel. A germinacdo desta cultura é frequentemente de percentagem
alta (Purseglove, 1968 apud Izidine, 1995).

O feijdo desenvolve-se em solos com regular teor de matéria organica, soltos, leves,
profundos e arejados. Segundo Oliveira (1998) quanto maior o teor de areia, mais solta é a
terra, 0 que proporciona um maior arejamento ao sistema radicular fazendo com que a planta
se desenvolva melhor, aumentando sua profundidade.

De acordo com Melo et al. (2003) o fato do feijoeiro fixar o nitrogénio da atmosfera,
por meio da simbiose com bactérias do género Rhizobium, garante um melhor
desenvolvimento vegetativo e produtivo, contribuindo para reducdo do uso de fertilizantes

nitrogenados.

1.4 Importancia econdmica do feijao-caupi

O caupi constitui uma das principais culturas em diversas regides semi-aridas do
mundo (Gomes Filho & Tahin, 2002), com 13,9 milhdes hectares distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais da Africa, da Asia e das Américas. A Nigéria é o principal produtor de
caupi, com 4,4 milhdes de hectares cultivados e producéo anual de 3,1 milhdes de toneladas,
enquanto o Niger apresenta uma area cultivada de 4,1 milhdes de hectares cultivados e
producdo de 690,6 mil toneladas, ocupando a segunda posicdo. O Brasil é o terceiro produtor
mundial com 1,5 milhdo de hectares cultivados e producdo de 492,3 mil de toneladas (Singh
et al., 2002).

O Brasil contribui com 26% da producdo mundial e 82% da producdo do continente
americano (Araljo & Watt, 1988° citado por Frota, 2007). De acordo com os resultados

obtidos pelo IBGE (2006), os principais produtores de caupi na Regido Norte-Nordeste do

* Purseglove JW (1968) Tropical crops — Dicotyledons. Longman. England.
® Aradjo JPP, Watt EE (1988) O caupi no Brasil. IITA. Embrapa. pp 722.
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pais, em ordem de producdo, sdo os Estados do Ceara (343,776 mil toneladas), Bahia
(233,807 mil toneladas), Pernambuco (94,759 mil toneladas), Paraiba (79,030 mil toneladas),
Piaui (76,202 mil toneladas), Rio Grande do Norte (67,491 mil toneladas), Para (27,818 mil
toneladas), Alagoas (27,169 mil toneladas), Maranhdo (18,441mil toneladas) e Rond6nia
(14,689 mil toneladas), os quais também apresentam as maiores areas plantadas.

No Estado de Alagoas, o caupi apresenta grande importancia socio-econdmica, pois
boa parte da cultura é cultivada por pequenos produtores rurais que utilizam a méo-de-obra
familiar, contribuindo para sua permanéncia no setor rural. A producdo estimada para 0 ano
de 2010 no Estado de Alagoas é cerca de 108 mil toneladas com area cultivada de 170
hectares (IBGE, 2010).

O feijdo-de-corda € um produto que tem um grande potencial para a expansdo do
consumo, como também para processamento industrial (Freire Filho et al., 2007). Segundo o
Anuario Estatistico da Agricultura Brasileira (1998) a cultura do caupi no Brasil gera,
anualmente, cerca de 2,4 milhdes de empregos diretos.

O feijdo-caupi pode ser consumido como sementes de vagem imatura ou secas, COmo
também as folhas frescas ou secas, sendo assim uma cultura muito importante (1zidine, 1995).
Atualmente, o processamento industrial de feijao para producdo de farinha, produtos preé-
cozidos e congelados vem se desenvolvendo (Andrade Janior et al., 2003).

O mercado do feijdo-caupi ainda tem contornos regionais, concentrando-se,
principalmente, nas regibes Nordeste e Norte. Entretanto, ha indicios de certa expansdo da
cultura na regido Sudeste, principalmente no norte de Minas Gerais e Rio de Janeiro (Andrade
Junior et al., 2003).

1.5 Doencas do feijao-caupi

O caupi enfrenta limitagdes no que concerne ao seu cultivo, as quais ocorrem desde a
sua implantacdo até a sua comercializacdo (Moraes, 2007). Entre essas limitacGes, destacam-
se o efeito da salinidade que pode levar até mesmo a morte da planta, a falta de tecnologia,
principalmente em relacdo aos insumos, onde o agricultor recorrendo ao uso de grdos, como
sementes sem tratamento adequado, contribui para o surgimento de doencas (Rodrigues &
Menezes, 2002).

Dentre os varios fatores que limitam a producdo do feijdo-de-corda no Brasil,
encontram-se as doencgas causadas por agentes patogénicos, as quais influenciam na qualidade

e na quantidade de feijdo produzida. Os fungos e 0s virus agrupam o maior ndmero de
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patdgenos nocivos a esta cultura, embora bactérias e nematdides porporcionam danos
significativos (Athayde Sobrinho et al., 2000).

Os fungos possuem ampla diversidade de espécies patogénicas, estando presente em
diversos habitats e colonizam patogenicamente varias partes vegetais do feijoeiro (Athayde
Sobrinho et al., 2000, 2005). Dentre os fungos que atacam o feijoeiro merece destaque

Sclerotium rolfsii.

2. Sclerotium rolfsii Sacc.
2.1 Aspectos Gerais

Este fungo é um importante fitopatégeno veiculado pelo solo, seus esclerddios podem
sobreviver durante anos (Punja, 1985). Séo estimulados pelos exsudatos provenientes das
sementes, raizes e hipocotilos do hospedeiro (Cardoso, 1994) e sua dispersdo é favorecida
pelo vento, a4gua de irrigacdo e das chuvas e das particulas de solos agregadas aos
implementos agricolas (Rios, 1990).

A taxonomia desse fungo € controversa. Dessa forma, o fungo pertence ao filo
Ascomycotes, “classe” Ascomycetes Filamentosos, “grupos” Deuteromycetes, espécie
Sclerotium rolfsii Sacc., fase imperfeita ou assexual, sem producdo de esporos, sobrevivendo
no solo através da formacao de esclerodios (Agrios, 2005).

No entanto, quando esse fungo apresenta a fase perfeita ou sexuada, que raramente
aparece no campo ou em cultura, sua classifcacdo muda totalmente pertencendo assim, ao filo
Basidiomycetes, ordem Aphyllophorales, género Athelia, com a espécie Athelia rolfsii (Curzi)
Tu & Kimbr. (Agrios, 2005).

Fungos do género Sclerotium apresentam hifas septadas, finas, brancas e intensamente
ramificadas, formando um micélio abundante, cotonoso e solto. O micélio da origem aos
esclerodios, inicialmentes pequenos, de cor branca que, durante seu desenvolvimento,
escurem podendo ser esféricos ou irregulares (Bedendo, 1995; Agrios, 2005).

A formacdo dos esclerddios é uma caracteristica marcante de S. rolfsii, com coloragéo
variando de marrom escuro a preto e didmetro de 0,5 a 2,0 mm, produzidos, principalmente,
nas hifas laterias (Punja, 1985).

Os esclerddios podem germinar de duas formas: eruptiva e hifal. O micélio produzido
pela germinacdo eruptiva ndo necessita de nutrientes externos para concretizar o processo

infeccioso, pois o0s esclerddios ja possiu a energia necessaria. Por outro lado, o micélio
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proveniente do crescimento hifal necessita de uma fonte externa de nutrientes para
desenvolver-se até causar a doenca (Punja, 1985).

A fase perfeita, Athelia rolfsii (Curzi) Tu & Kimbr. produz basidios em massas de
micélio sobre a superficie do hospedeiro, os quais contem basidiésporos unicelulares e
hialinos (Walker, 1959° apud Cardoso,1994).

Esse fungo prevalece em regides quentes com temperaturas altas em torno de 27°C a
30°C para o crescimento e a formagdo de esclerddios diminui com temperaturas abaixo de
15°C. Essa flutuacdo pode afetar a forma e o tamanho dos esclerédios (Mathur & Sarbhoy,
1976). A abundancia na producdo de esclerédios na superficie do solo ocorre em resposta a
luz e a maior demanda por oxigénio (Punja, 1985).

O crescimento micelial e a formacdo de esclerédios sdo inibidos a baixas
concentracdes de oxigénio e alta concentracdo de didxido de carbono na faixa de 15 e 3 %,
respectivamente. A taxa de germinacéo no solo é baixa em profundidades maior que 2,5 cm,
comparada com a superficie do solo. Com o aumento da umidade, o crescimento micelial é
progressivamente menor. A incidéncia € maior em solos arenosos e bem drenados com

umidade abaixo da capacidade de campo (Punja,1985).

2.2 Distribuicdo Geografica

O primeiro relato desse fungo foi em 1892, por Peter Henry Rolfs, em associacdo com
cultivos de tomate na Flérida (Aycock, 1966’ apud Fichtner, 2010). A partir dai, as
publicacbes ndo pararam mais a respeito desse patdgeno, revelando uma distribuicdo mundial.

Sclerotium rolfsii € amplamente distribuido pelas regides tropicais e subtropicais do
mundo, sendo favorecido por condicdes de temperaturas médias em torno de 27 °C e alta
umidade relativa do ar (Punja, 1985).

No Brasil, as doencas em que este fungo acarreta ocorrem em todas as regides

agricultaveis do pais.

® Walker J C (1959) Enfermedades de las hortaliza. Barcelona. Salvat. pp.624.
" Aycock R (1966) Stem rot and other diseases caused by Sclerotium rolfsii. N.C. Agr. Expt. St. Tech. Bul. No.
174.



SANTOS, I. P. S. 2010. Controle alternativo da podridao radicular (Sclerotium rolfsii Sacc.) ... 9

2.3 Sintomas

Os sintomas de S. rolfsii se caracterizam pela producdo de enzimas e &cidos que
promovem a morte do tecido vegetal, resultando numa aparéncia encharcada, necrética e
macerada, para assim ocorrer a penetracdo das hifas e consequetemente o desenvolvimento da
doenca (Punja, 1985; Cardoso, 1994).

Esse fungo é responsavel por podriddo de raizes, do colo, de bulbos e frutos, causando
murchas, tombamento de plantulas e podriddes. (Punja & Rahe, 1992).

Em plantas de feijdo-caupi os sintomas da doenca, mais tipico, ocorrem distribuidas ao
acaso na area de plantio, apresentando as folhas amareladas e inicio de murcha. Na base da
planta observa-se o crescimento micelial branco do fungo formando lesdes, com aspecto
umido, que com o progresso da doenca, numerosos esclerodios sdo formados na base da

planta, ocasionando sua morte (Rios, 1990; Nechet &Vieira, 2006).

2.4 Importancia Econdomica

Devido a sua ampla distribuicdo geografica e a sua gama de plantas hospedeiras, esse
fungo tem causado serios prejuizos nas lavouras de pequenos a grandes agricultores de
diversas culturas no mundo, causando danos econdémicos significativos.

Para o feijoeiro, a doenca é letal para a planta infectada, independentemente do seu
estadio fenoldgico. Consequentemente, as perdas sdo devido a reducdo do estande durante
todo o ciclo da cultura (Cardoso, 1994).

Perdas significativas sdo registradas em solos leves, com umidade proxima a
capacidade de campo e com elevada densidade de inoculo (Punja,1985). Apesar das
dificuldades para serem quantificadas, estas perdas atingem 5% da producéo anual no sul dos
Estados Unidos (Cardoso,1994).

3 Controle

O controle de doencas radiculares é muito dificil, pois os patdgenos coevoluiram com
as plantas por milhdes de anos e estdo altamente adaptados ao ambiente subterraneo em

associacdo com o hospedeiro (Michereff et al., 2005).
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A infecgéo inicial e o desenvolvimento subsequiente das doengas ocorrem na maioria
das vezes abaixo do nivel do solo. Patdgenos radiculares sdo comparativamente inacessiveis a
manipulagdo direta do homem e as doencas freqlientemente ndo sdo notadas até que atinjam

estadios bem avangados e as opg¢des de controle tornem-se limitadas (Wheeler & Rush, 2001).

3.1 Controle Quimico

O uso inadequado de agrotéxicos para o controle de doencas radiculares pode
ocasionar grande impacto no meio ambiente, contaminando leng6is freaticos, causando
desequilibrios nas populagdes microbianas no solo, acarretando o surgimento de novas ragas
de patdgenos ou a apari¢ao de outros que se mantinham em equilibrio (Schwan-Estrada et al.,
2000; Morandi & Bettiol, 2009).

A grande dificuldade no controle de fitopatdgenos habitantes do solo se deve as
caracteristicas etiologicas inerentes a cada espécie. Sendo a presenca de estruturas de
resisténcia, uma delas, o que vem a dificultar ou tornar ineficiente a acdo dos produtos
fitossanitarios (Sales Jr et al., 2005).

Existe uma vasta quantidade de fungicidas no mercado, sendo muitos deles capazes de
inibir a germinacdo e o crescimento micelial de S. rolfsii, mas, as maiores limitacdes sdo a
eficacia que depende da cultura e da época de aplicacdo (Punja, 1985). Fumigantes de solo,
como brometo de metila, cloropicrina e “sodium-methan” sdo toxicos aos esclerodios

(Munnecke et al., 1982), porém ja se encontram fora do mercado.

3.2 Controle Cultural

O controle cultural das doencas consiste basicamente na manipulacdo das condicdes
de pré-plantio e durante o desenvolvimento do hospedeiro em detrimento ao patdgeno,
objetivando a prevencdo ou a intercepcdo da epidemia. O objetivo primario do controle
cultural é reduzir o contato entre o hospedeiro suscetivel e o indculo viavel, de maneira a
reduzir a taxa de infeccdo e o subsequente progresso da doenca (Reis et al., 2005).

As praticas culturais estdo diretamente relacionadas com a oportunidade de
manipulacdo das condicdes de crescimento das plantas. A rotacdo de culturas, a pratica mais
antiga no controle de doencas e de pragas (Reis et al., 2005).

O fungo S. rolfsii, habitante natural do solo, é de dificil controle pela rotacdo de

culturas, pois apresenta ampla gama de hospedeiros, além do que, satisfaz seus requerimentos
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nutricionais pela sobrevivéncia saprofitica nos restos culturais em decomposicdo (Punja,
1985). No sistema plantio direto, a totalidade dos restos culturais ap6s a colheita permanece
na superficie do solo. Nessa condicdo, o fungo pode manter sua viabilidade e dar inicio ao
parasitismo de novas plantas (Reis et al., 2005).

3.3 Controle Fisico

O controle fisico visa interromper o ciclo da doenca via manipulacdo de um dos
componentes bidticos envolvidos na doenca (populacdo do patdgeno, planta resistente e
balango microbiano) ou abidticos, sendo a meta final a reducdo da doenca de forma
econbmica e ambientalmente vidvel (Ghini & Bettiol, 2005).

A solarizacdo é um método fisico de desinfestacdo do solo para o controle de doengas,
ervas daninha e pragas. Consiste na utilizacdo da energia solar para a desinfestacdo do solo,
por meio da cobertura com um filme pléstico transparente, antes do plantio (Ghini, 1991;
Ghini & Bettiol, 2005).

Muitos trabalhos vém descrevendo o controle de uma grande variedade de patdgenos
pela solarizacéo, inclusive as espécies de Sclerotium que apresenta dicifil controle com outros
métodos (Ghini & Bettiol, 2005), tendo a solarizacdo integrada com outros métodos uma

saida para um controle mais efetivo.

3.4 Controle Bioldgico

A utilizacdo de agrotdxicos para o controle de doengas de plantas é ainda hoje,
bastante praticado em todo o mundo, mas ao longo dos anos, foram surgindos diversos
problemas, como resisténcias de fitopatégenos, contaminacdo ambinetal e danos a salde da
populacdo (Melo, 1998; Schwan-Estrada et al., 2000; Morandi & Bettiol, 2009). Devido a
pressdo da sociedade frente a esses problemas, o cenario agricola vem sendo alterado,
resultando em alimentos mais saudaveis. Dentre, as alternativas para a reducdo do uso de
agrotoxicos, o controle bioldgico é um dos mais utilizados (Morandi & Bettiol, 2009).

Os componentes do controle biolégico de plantas sdo os patdgenos, 0s hospedeiros e
0s antagonistas, interagindo num sistema biolégico, onde todos sofrem isolada ou

conjuntamente, influéncia do ambiente (Bettiol, 1991).



SANTOS, I. P. S. 2010. Controle alternativo da podridao radicular (Sclerotium rolfsii Sacc.) ... 12

Atualmente, existe uma grande infinidade de biofungicdas disponibilizados para
comercializacdo, destacando-se 0s produtos a base Agrobacterium, Peniophora,
Pseudomonas, Trichoderma, Streptomyces e Bacillus (Melo, 1998; Pozo et al., 2007).

3.4.1 Trichoderma harzianum Rifai

O género Trichoderma é classificado como imperfeito, sendo um Deuteromiceto, sub-
classe Hifomiceto, ordem Moniliales, familia Moniliaceae. O estado Telemoérfico pertence ao
género Hypocrea. Tendo como um dos representantes desse género a espécie T. harzianum
Rifai, que apresenta grande potencial antagbnico e frequentemente é associada a solos
supressivos a fitopatdgenos (Melo, 1991, 1998).

Atualmente, espécies de Trichoderma estdo entre os agentes de controle biolégico
mais comercialmente utilizados no Brasil (Lopes, 2009). Formulados como biopesticidas,
biofertilizantes e inoculantes de solo (Harman et al., 2004), sendo T. harzianum a espécie
mais estudada (Mariano et al., 2005).

Para a agricultura, alem do controle de patdgenos, o uso de Trichoderma spp. pode
oferecer varias vantagens como: decomposicdo de matéria organica, uma microflora
competitiva/deletéria através da colonizacao da rizosfera (Harman et al., 2004).

Esse género apresenta caracteristicas essenciais para um agente de controle bioldgico,
como auséncia de impacto negativo ao meio ambiente, presenca de estruturas de reproducao
de facil propagacdo, principalmente em substratos naturais (Spiegel & Chet, 1998),
capacidade de sobreviver em ambientes desfavoraveis, além de conter populacbes de
patogenos em condicGes de solo diferentes (Vinale et al., 2008).

Espécies de Trichoderma sdo conhecidas pela sua alta capacidade em produzir
enzimas que degradam celulose e quitina (Melo, 1991; Harman et al., 2004). O uso de
Trichoderma spp. ja foi documentado para o controle de Rhizoctonia solani Kiihn, S. rolfsii,
Sclerotina sclerotiorum (Lib.) de Bary, Fusarium spp. e Pythium spp. (Melo, 1998).

Estudos realizados por Rollan et al. (1999) demostram que diferentes espécies de
Trichoderma, incluindo T. harzianum, apresentaram uma elevada taxa de parasitismos para 0s
fitopatdgenos, S. rolfsii, Sclerotina minor e S. sclerotiorum. Resultados de Rondén et al.,
(2007) também  mostraram que T. harzianum tem elevada atividade antagbnica e
hiperparasitica contra os patdgenos R. solani e Pyricularia grisea Sacc., sendo mais efetivo

no controle do primeiro.
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3.4.2 Rizobactérias

Bactérias representam um importante grupo de microrganismos antagonistas para o
controle biolégico de patégenos radiculares, podendo ser classificadas em bactérias
endofiticas e epifiticas (Mariano et al., 2004, 2005).

Ainda segundo Mariano et al. (2005), as bactérias que colonizam raizes podem
incitar um aumento no desenvolvimento e na producdo do hospedeiro, sendo chamadas de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR). O crescimento resulta
principalmente da repressdo de patdgenos de solo e outros microrganismos prejudiciais, mas
ha também relatos do efeito direto no crescimento (Pieterse et al., 2005)

Esses efeitos diretos podem estar relacionados com a producéo de horménios vegetais,
aumento da fixacdo de nitrogénio e disponibilidade de nitrato, solubilizacdo de fosforo e
oxidacdo de enxofre, aumento da permeabilidade das raizes estimulando a absorcdo de
nutrientes (Mariano et al., 2005).

A atividade do controle bioldgico através de bactérias pode ser resultante da
competicdo por nutrientes, competicdo por ferro com sideroforos e antibiose (Pieterse et al.,
2005). Pode ainda esta envolvindo no mecanismo de inducdo de resisténcia sistémica no
hospedeiro (Freitas & Aguilar Vildoso, 2004).

Estudos realizados por Shiomi et al. (2008) mostraram que rizobactérias inibiram o
crescimento mecelial in vitro dos fitopatdgenos R. solani, S. rolfsii, Fusarium moniliforme
Sheldon e Exserohilum turcicum (Pass.) Leonard & Suggs, sendo as bactérias endofiticas
Bacillus subtilis 0G (Ehrenberg) Cohn e B. lentimorbus Dutky com maior potencial para o uso
como agentes de biocontrole de fitopatdgenos.

Pozo et al. (2007) identificaram sete cepas de rizobactérias com agdo antagbnica
inibibindo o crescimento micelial, em 80%, dos fungos fitotogénicos Alternaria solani

Sorauer e R. solani, em teste in vitro.

3.5 Controle alternativo

A integracdo de diferentes métodos de controle de doencas de plantas constitui uma
alternativa com maiores chances de sucesso do que a utilizacdo exclusiva de um método. A
complexidade do agroecossistema requer uma abordagem multidisciplinar dos problemas a

serem resolvidos (Ghini, 1991).
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No controle de doengas, a utilizagdo de produtos alternativos em substituicdo aos
convencionais ou mesmo em conjunto vem crescendo ao longo dos anos. Dentre as
alternativas, o uso de 0Oleos essenciais, extratos vegetais, biofumigacdo e nutricdo mineral
destacam-se com resultados significativos (Gamliel & Stapleton, 1993a, 1993b; Schwan-
Estrada et al., 2000; Pozza et al., 2004a; Amaral & Bara, 2005).

3.5.1 Biofumigacéo

A biofumigacdo consiste na incorporacdo de matéria organica ao solo, pricipalmente
de residuos ricos em nitrogénio, podendo permitir o controle mais eficiente de muitos
patdégenos radiculares, pricipalmente em estratégias de manejo integrado. Os matériais
organicos quando decompostos no solo geram produtos que proporciam 0 aumento da
atividade de microrganismos, limitando os danos dos fitopatogenos por competicdo e
favorecendo a agdo dos antagonistas (Robbs, 1991).

Atualmente, tem-se utilizado a solarizacdo juntamente com a biofumigacdo, essa
combinacdo tem aumentado a eficacia dos tratamentos para o controle de patdgenos e

aumentado a produtividade das culturas (Gamliel et al., 2000).

3.5.2 Oleos essenciais e extratos vegetais

A substituicdo de agroquimicos por substancias extraidas de plantas com acéo
fungicida vem sendo pesquisada no meio agricola. Diversos trabalhos vém demonstrando a
eficiéncia de Oleos essenciais e extratos vegetais na inibicdo de fungos fitopatogénicos
(Amaral & Bara, 2005).

A utilizacdo de extratos e 6leos essenciais de espécies medicinais, isolados ou em
combinacdo com outros métodos podera vim a ter um importante papel no controle de
fitopatdgenos fungicos, contribuindo para reducao do uso de fungicidas e, conseqlientemente,
um menor impacto ao ambiente (Mota & Pessoa, 2003).

Trabalhos desenvolvidos com extratos e Oleo essencial tém indicado um grande
potencial no controle de fitopatdgenos, tanto por sua acdo fungitdxica direta, inibindo o
crescimento micelial e a germinacdo de esporos, quanto pela inducdo de fitoalexinas,
indicando a presenca de composto(s) com caracteristica elicitoras (Schwan-Estrada &
Stangarlin, 2001).

Moraes et al. (2001) obtiveram inibigdo no crescimento da bactéria Xanthomonas
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campestris pv. phaseoli var. fuscans utilizando tinturas de erva cidreira (Lippia albaL.)e
cavalinha (Esquisetum spp).

Os fungos fitopatogénicos, F. oxysporum e R. solani apresentaram inbicdo do
crescimento micelial superior a 50% utilizando-se extratos vegetais (Amaral & Bara, 2005).

3.5.3 Manipueira

A cultura da mandioca é matéria-prima para muitos produtos de uso geral. Porém,
como em qualquer atividade produtiva, também gera residuos culturais e subprodutos
derivados de processos industriais, como a manipueira (Wosiacki & Cereda, 2002).

A manipueira, que em tupi-guarani significa “o que brota da mandioca”, € um liquido
de aspecto leitoso, de caramarelo-claro oriunda das raizes da mandioca, por ocasido da
prensagem da mesma, com vistas a obtencdo da fécula ou farinha de mandioca que,
fisicamente, se apresenta na forma de suspensdo aquosa e, quimicamente, como miscelanea de
compostos, como goma, agucares, proteinas, linamarina, derivados cianogénicos, substancias
e sais minerais diversos (Cereda, 2001; Wosiacki & Cereda, 2002).

A linamarina e os derivados cianogénicos da manipueira consiste em um sério
problema ambiental quando lancada diretamente em corpos hidricos, principalmente se
considerados os pequenos cursos d’adgua, onde comumente acontecem os despejos dos
residuos liquidos de inddstrias que utilizam raizes de mandioca como matéria-prima (Cereda,
2001).

Segundo Silva (2003), a composicdo quimica da manipueira sustenta também a
potencialidade do composto como adubo, haja vista sua riqueza em nitrogénio, fésforo e,
principalmente, em potassio. Por outro lado, a presenca de cianetos explica os efeitos
nematicida e inseticida inerentes a mesma.

Estudos realizados por Saraiva et al. (2007) mostraram que a utilizacdo da manipeira
aumentou a composi¢do quimica do solo e porporcionou melhor desenvolvimento de plantas

de milho.

3.5.4 Silicato

A resisténcia das plantas as doencas, mesmo sendo geneticamente controlada, podera

ser afetada pelos fatores ambientais. A nutricdo mineral € um fator ambiental de facil



SANTOS, I. P. S. 2010. Controle alternativo da podridao radicular (Sclerotium rolfsii Sacc.) ... 16

manipulacdo a ser empregado no controle das doengas, uma vez que a nutricdo pode afetar a
susceptibilidade do hospedeiro aos patdgenos (Rodrigues et al., 2002).

O silicio é o segundo elemento mais abundante da crosta terrestre, apenas superado
pelo oxigénio. Nos solos, o silicio solivel ou disponivel para as plantas (H4SiO4, éacido
monosilicico) pode ter origem nos processos de intemperizagdo dos minerais primarios e
particularmente dos minerais secundarios como os argilo-silicatos (Pozza et al., 2004a).

Pesquisas recentes evidenciaram o efeito do silicio no controle de doencas em vérias
culturas, bem como no aumento da taxa fotossintética, na melhoria da arquitetura foliar, maior
resisténcia a toxidade de metais pesados e menor intensidade de doengas e pragas, resultando
em maior qualidade dos alimentos e no aumento da producédo (Pozza et al., 2004a, 2004b).

Nolla et al. (2004) observaram uma reducdo significativa na severidade de Cercospora
sojina Hara em cultivos de soja atraves da adubagdo com silicato de célcio.

O silicato de calcio aplicado no substrato de plantio reduziu as lesdes provocadas pela
cercosporiose do cafeeiro (Cercospora coffeicola Berkeley & Cooke) (Pozza et al., 2004b).
A incidéncia da antracnose do feijoeiro foi reduzida com a adubadacdo de silicato de célcio
(Moraes et al., 2009).



CAPITULO II

Controle alternativo da podridao radicular (Sclerotium rolfsii Sacc.) em
feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] (Fabaceae)

O feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp., é conhecido como feijdo-de-corda,
feijdo-verde, feijio macassar e feijio-fradinho. E uma das principais culturas exploradas pelos
pequenos produtores das regides Norte e Nordeste, por ser uma excelente fonte de energia e
proteina, incluindo também outras substancias nutritivas como aminoacidos essenciais,
carboidratos, vitaminas, minerais e fibras dietéticas (Andrade Junior et al., 2003).

Dentre os fatores que podem ocasionar grandes reducdes na produtividade do
feijoeiro, ao longo de seu desenvolvimento, esta o fungo fitopatogénico, Sclerotium rolfsii
Sacc. que causa, a murcha de Sclerotium, provocando o estrangulamento do colo, o que
ocasiona a murcha da parte area, seca, queda de folhas e conseqlientemente morte da planta
(Santos et al., 2009a). Em plantulas, pode causar tombamento, cancros, queima, bulbos,
tubérculos podrid6es em caule e raizes (Bedendo, 2005). Este fungo apresenta extensa gama
de hospedeiros, cerca de 500 espécies botanicas, incluindo dicotiledbneas e
monocotileddneas, distribuindo-se em todas as regides agricolas. Possui ainda, uma alta
capacidade de sobrevivéncia no solo e ampla distribuicdo geogréafica (Punja, 1985).

O controle de S. rolfsii € muito dificil. Estratégias alternativas vém sendo adotadas.
Dentre as alternativas, o controle biolégico com microrganismos com acao antagonica, 0 uso
de Oleos essenciais, extratos vegetais e a biofumigacdo podem ser bem empregadas,
apresentando resultados significativos.

Diante disso, o presente trabalho teve por objetivo, avaliar o controle alternativo de
Sclerotium rolfsii Sacc. em mudas de Vigna unguiculata (L.) Walp. através do biocontrole
com antagonistas, incorporacdo de residuos organicos ao substrato, utilizacdo de Oleos

essenciais, extratos vegetais e Ecolife®, e nutricdo mineral.



2.1 Metodologia

2.1.1 Conducéo dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e no Laboratério de
Fitopatologia, no Centro de Ciéncias Agrarias (CECA), da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL), em Rio Largo, no periodo entre setembro de 2009 a fevereiro de 2010.

2.1.2 Obtencdo do material

2.1.2.1 Obtencéo dos isolados antagonitas e patdgeno

Os isolados de rizobactérias utilizados foram cedidos pelo Laboratorio de
Bacteriologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco: C110 e C21 (couve), R14
(repolho) e ENF 24 (rabanete). O isolado de Trichoderma harzianum foi proveniente da
micoteca do Laboratorio de Fitopatologia da UFAL.

O isolado de S. rolfsii foi obtido a partir do isolamento de plantas feijdo caupi (V.
unguiculata (L.) Walp.) com os sintomas da doenca e se encontra depositado na micoteca do
Laboratorio de Fitopatologia da UFAL, preservado pelo método Castellani em temperaturas
de 28°C.

2.1.2.2 Obtencdo da matéria organica, extrato vegetal e 6leo essencial

As matérias organicas utilizadas foram cedidas pelos comeciantes de Macei0, sendo o
marisco cedido por pescadores da Barra de S&o Miguel. A cama de frango foi obtida de forma

comercial.
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O Ecolife®, produto comercial originado de biomassa citrica foi fornecido por
Quinabra S. A. (Quimica Natural Brasileira, Sdo José dos Campos - SP, Brasil). Os 6leos de
eucalipto variedade citriodora (Eucalyptus citriodora Hook) e horteld pimenta (Mentha
piperita L.) foram obtidos de forma comercial.

A manipueira, um subproduto da mandioca, foi obtida apds a prensagem das raizes da
mandioca (Manihot esculenta Crantz) e fornecida por produtores de farinha de mandioca do
Estado de Alagoas.

2.1.3 Teste de Patogenicidade

A patogenicidade do isolado de S. rolfsii foi avaliada em mudas de feijoeiro (V.
unguiculata) cultivar BRS Gurguéia, cultivadas em substrato infestado com inoculo do
patdgeno (8g de arroz colonizados/L) na concentracdo de 10> esclerddios/mL, conforme
Chaves & Costa (1999), obtido a partir do crescimento micelial de S. rolfsii em meio BDA
(batata-dextrose-agar) e transferéncia de dez discos (5mm) de micélio para Erlenmeyeres
contendo 100g de arroz, previamente autoclavados e incubado por 20 dias a temperatura

ambiente (Figura 1).

FIGURA 1 — Obtencdo do in6culo: 1a) Micélio e esclerodio de Sclerotium

rolfsii Sacc. em meio de BDA; 1b) Cultivo do patégeno em arroz esterelizado.

As plantas foram incubadas em condi¢cbes ambientais por 20 dias e em seguida

avaliou-se a incidéncia da doenca e realizou-se o reisolamento do patégeno em BDA.
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2.1.4 Atividade antagOnica de isolados de Trichoderma harzianum e

rizobactérias ao fungo Sclerotium rolfsii, ‘in vitro’

O experimento foi conduzido tendo como principio a técnica de pareamento, a partir
de isolados de S. rolfsii, T. harzianum e rizobactérias, cultivados em meio BDA.

O pareamento dos isolados foi realizado em placas de Petri contendo meio de cultura
BDA. Para o isolado de T. harzianum, houve a transferéncia de um disco da coldnia (5mm)
para a extremidade da placa, colocando-se no lado oposto, um disco equidistante com o
micélio de S. rolfsii. Para as rizobactérias, o procedimento foi semelhante, de forma que, as
estrias da colbnia bacteriana ficassem opostas ao disco com a col6nia do patégeno.

As testemunhas foram constituidas por placas contendo um disco de S. rolfsii, pareado
com outro disco do mesmo patdgeno em BDA. As placas foram incubadas por cinco dias em
presenca de luz fluorescente a temperatura ambiente.

A avaliacdo do experimento foi realizada medindo-se, com o auxilio de uma régua
milimetrada, o crescimento do patdégeno na presenca da antagonista, observando se houve ou
ndo inibicdo desse crescimento. A escala de notas utilizada foi a Bell et al. (1982) e as médias

obtidas foram aplicadas na formula de reducéo de crescimento:

RC% = (CTP - CTA) x 100/ CTP

CTP = Crescimento Total do Patdégeno

CTA = Crescimento Total do Patdgeno na presenca do Antagonico.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis tratamentos e
quatro repeticdes. Os dados da escala de notas foram submetidos a analise de variancia e as

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
2.1.5 Hiperparasitismo
As preparacdes microscopicas foram realizadas, a partir do crescimento micelial da

area de pareamento de T. harzianum e S. rolfsii, com o intuito de avaliar a interacdo ocorrida

entre os isolados.
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2.1.6 Biofumigacao do solo

Foram utilizadas as seguintes matérias organicas, desidratadas em estufas a 55°C e
moidas: cama de frango (CF), marisco (M), bagaco de cana (BC), residuo de feijao (RF),
casca de mandioca (CM), comparadas ao tratamento quimico (tiofanato metilico 0,7 g/L) e a
testemunha (substrato infestado com o patégeno).

O substrato (solo + torta de filtro de cana + fibra de coco) foi esterilizado por meio de
autoclavagem a 120°C por duas horas. Os materiais organicos, nas concentracoes de 10 e 20%
(v/v), foram misturados ao substrato infestados com o patégeno (8g de arroz colonizados/L) e
a concentracdo ajustada para 10°esclerédios/mL, preparado conforme o item 2.1.3. Os
substratos infestados e tratados com os residuos foram mantidos em sacos plasticos por 20
dias.

Decorridos o tempo de incubacdo, realizou-se o semeio das sementes de feijdo,
cultivar BRS Gurguéia (vasos de 400mL), que foram desinfestadas superficialmente em
alcool 70%, hipoclorito de sédio 2%, seguido de sucessivas lavagens em agua destilada
esterilizada. Os vasos foram colocados em casa-de-vegetacao, sendo irrigados diariamente.

A avaliacdo da supressividade da doenca foi realizada 30 dias ap0s 0 semeio, quando
se determinou a porcentagem de plantas sobreviventes, a altura da planta, o comprimento da
raiz principal e a massa do peso fresco e peso seco total (parte aerea e a raiz principal). O peso
seco total que foi obtido pela secagem em estufa a 65°C, até obtencdo de peso constante,
seguida da pesagem em balanca analitica (Figura 2).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 13 tratamentos e
quatro repetices. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

FIGURA 2 — Biofumigacéo do solo: 2a) Semeio das sementes de feijao-caupi [Vigna unguiculata

(L.) Walp.] em substratos incorporados com a matéria organica; 2b) Medida da raiz principal de

plantas de feijdo-caupi; 2c) Pesagem da massa fresca de plantas de feijdo-caupi.
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2.1.7 Uso de antagonistas no controle da doenca

Sementes de feijdo foram desinfestadas superficialmente e imersas nas suspensdes
bacterians (10° colonias.mL™) ou na suspensdo do T. harzianum (10’ con.mL™) por duas
horas, 48 horas antes do semeio.

As bactérias cresceram, separadamente, em tubos de ensaio com meio nutriente Agar
(NA) inclinados e incubadas a 27 °C por 48 horas. Apos esse periodo foi adicionado solucdo
salina (0,85%) esterilizada, seguida de agitacdo e transferéncia da suspensdo de células
bacteriana para outro tubo para determinacdo da concentracdo de in6culo, pela escala de
McFarland (Mariano & Silveira, 2005).

Trichoderma harzianum foi cultivado em placas com meio BDA e incubados a 28°C
por cinco dias, sendo entdo adicionados 20 mL de &gua destilada esterilizada e ajustada a
concentracdo do indculo, utilizando-se a cAmara de Neubauer.

Foram utilizadas como testemunha, sementes imersas em solucéo salina esterilizada e
sementes tratadas com fungicidas (tiofanato metilico — 0,7 g/L).

As sementes microbiolizadas foram semeadas em substrato esterilizado e infestado (89
de arroz colonizados/L), contidos em copos plasticos (400 mL), que foram mantidos em
telado por 30 dias, quando se avaliou a supressividade da doenca, conforme item 2.1.6.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete tratamentos e seis
repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as medias comparadas pelo

teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade.

2.1.8 Uso de substancias naturais no controle da doenca

Sementes de feijdo-caupi, desinfestadas superficialmente, foram plantadas em vasos
(400 mL) contendo substrato desinfestado. Apds vinte e um dias da germinacdo das sementes,
as plantas foram pulverizadas, com o auxilio de um pulverizador manual, com o0s seguintes
tartamentos: manipueira (40%), 6leo de eucalipto (1%), hortela pimenta (1%), Ecolife® (2%),
tiofanato metilico (0,7 g/L) e agua destilada esterilizada (ADE) para a testemunha. Todos 0s
extratos e 6leos foram esterilizados em luz UV por 30 minutos. Para todas as solucoes, foram
utilizados como solvente agua (ADE) e adicionadas espalhante adesivo Tween 20
(polioxyethylene sobitan mono-oleate, de marca Vetec), 0,1 mL para cada 100 mL de solucéo,

antes das pulverizacGes.
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Apos dois dias, o substrato foi infestado com o patdgeno, de acordo com o item 2.1.3.
Uma segunda pulverizagdo com os produtos naturais foi realizada seis dias ap6s a inoculagdo
do patdgeno.

A avaliacdo da supressividade da doenca foi realizada ap6s 30 dias do semeio e foi
baseada no item 2.1.6.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis tratamentos e seis
repeti¢des. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade.

2.1.9 Uso da adubacgéo mineral no controle da doenga

Sementes de feijdo-caupi, desinfestadas superficialmente, foram cultivadas em vasos
(400 mL) com substrato infestado com in6culo do patdgeno (item 2.1.3) e adubado com
solucéo nutritiva (solugdo de Sarruge, 1975, modificada — 10 mL/vaso) e diferentes doses de
silicato de célcio (CaSiOs3) e silicato de sodio (NasSiO4), em cobertura e dez dias apos a
germinacdo das sementes de fejdo: 1) 50 mg/L™; 2) 100 mg/"™; 3) 500 mg/L™ ; 4) 1000
mg/L™ de SiO,. Como testemunha foi utilizada sementes de feijio cultivadas em substrato
infestado com o patogeno.

As avaliages ocorreram aos 30 dias ap0s a germinacao conforme item 2.1.6.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 10 tratamentos e seis
repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo

teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade



2.2Resultados e discussao

2.2.1 Teste de Patogenicidade

O isolado de S. rolfsii manifestou patogenicidade as mudas de feijoeiro. As mudas
apresentaram sintomas de murcha e amarelecimento das folhas, lesdes necréticas e depressdes
no colo ou caule e nas raizes das plantas (Figura 3). O aparecimento dos sintomas e 0
reisolamento do fungo em meio BDA confirmaram a patogenicidade do isolado.

FIGURA 3 — Plantas de feijdo-caupi com sintomas da podriddo de colo causada por

Sclerotium rolfsii Sacc.
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2.2.2 Atividade antagOnica de isolados de Trichoderma harzianum e

rizobactérias ao fungo Sclerotium rolfsii, in vitro

Todos os isolados antagonistas foram capazes de reduzir o crescimento micelial do
patdégeno, com excecdo da rizobactéria C110, que ndo diferiu estatisticamente da testemunha
(Figura 4).

Reducio de crescimento (cm)
QO = N W R DOy N W

FIGURA 4 — Reducédo do crescimento micelial de S. rolfsii na presenca
do T. harzianum e rizobactérias. Letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Analisando-se a Figura 4, apesar dos isolados R14, C21, ENF 24 e T. harzianum néo
apresentarem diferenca estatistica entre si, se comportaram de forma diferenciada na inibicéo
do patdgeno: T. harzianum apresentou maior capacidade de reduzir o crescimento de S.
rolfsii, seguido do isolado ENF24. Resultados semelhantes foram encontrados por Melo et al.
(2007), onde cepas de T. harzianum reduziram o crescimento de S. rolfsii e ainda promovem
seu crescimento na superficie da colénia do patdgeno.

Observou-se que a porcentagem de reducdo do crescimento micelial de S. rolfsii
variou de 42 a 57%. A capacidade de inibicdo do crescimento micelial do referido patégeno
também foi obtida por outros autores, tal como Melo (1996) e Elad et al. (1983). Andrade
(2008) verificou o efeito dos isolados R14, C110 e ENF24 sobre a reducdo do crescimento de
Ralstonia solanacearum que variaram de 35 a 56%, corroborando com os resultados

encontrados neste trabalho.
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Com relacéo ao antagonismo de rizobacterias, observa-se que das quatro rizobactérias
testadas, trés foram eficientes em inibir o crescimento micelial de S. rolfsii. O antagonismo de
rizobactérias ja havia sido constato por varios pesquisadores contra fungos de espécies S.
cepivorum (Utkhede & Rahe, 1983) e S. rolfsii (Broadbent et al., 1971). Resultados
semelhantes também foram encontrados por Melo (2005) que ao isolar espécies de Bacillus na
mandioca, constatou sua capacidade em inibir o crescimento micelial de Pytium sp., R. solani
e S. rolfsii.

A Figura 5 apresenta o confrontamento dos isolados de Trichoderma e rizobactérias
frente a S. rolfsii.

FIGURA 5 — Teste de pareamento: 5a) pareamento Sclerotium rolfsii Sacc. e T.

harzianum Rifai; 5b) pareamento Sclerotium rolfsii e rizobactéria R14; 5c) testemunha;
5d) placas incubadas, no 5° dia.
Apesar de todas as vantagens que 0 teste ‘in vitro’ possa apresentar, cOmo 0 fato de
serem pouco onerosos e permitirem padronizagdo e realizacdo de forma rapida em pequeno

espaco fisico, sendo de facil montagem e interpretacdo, agentes de controle, assim
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selecionados, podem ndo apresentar bom desempenho em casa de vegeracdo ou em campo
(Mariano, 1993). Além disso, o sucesso do contorole ‘in vivo’ depende de varios mecanismos
de acdo do antagonista, como a antibiose, competicdo por nutrientes ou nichos ecoldgicos,
habilidade de colonizar e sobreviver na rizosfera do hospedeiro (Bettiol, 1991).

2.2.3 Hiperparasitismo

O isolado de T. harzianum apresentou capacidade hiperparasitaria frente ao isolado de
S. rolfsii. O antagonista povocou o enrolamento de hifas, penetrando nas células do patdgeno
e ocasionou a lise de suas hifas, sendo mais frequiente o parasitismo de contato e lise (Figura
6).

Diversos autores observaram esse comportamento de T. harzianum frente aos mais
variados fungos. Blum & Rodriguez-Kabana (2004) relataram 0 aumento da colonizacdo dos
esclerodios por Trichoderma sp. ap6s incorporacdo de matéria organica, favorecendo a acéao
do antagonista. Melo (1996) e Elad et al. (1983) verificaram a capacidade hiperparasitaria de
Trichoderma frente aos mais variados fungos. Lima et al. (1997) evidenciaram a acdo da
quitinase nas parade celular de S. rolfsii e de R. solani. Estudos realizados por Elad et al.
(1983) mostraram, através de microscopia de fluorescéncia, nos pontos de ataque, grampos de
conexdo e enrolamento de hifas de T. harzianum sobre S. rolfsii. Resultados semelhantes

foram observados neste trabalho.
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FIGURA 6 — Hiperparasitismo de Trichoderma sp., sobre hifas de Sclerotium rolfsii: a e b)
Enrolamento de hifas de S. rolfsii por hifas de Trichoderma, c) Penetracdo e inicio de
crescimento de hifas de Trichoderma no interior de hifas de S. rolfsii, d) Hifas de
Trichoderma crescendo no interior de hifas de S. rolfsii, e) Estrangulamento de hifas de S.

rolfsii, f) Hifas sadias de S. rolfsii (testemunha).

2.3.4 Biofumigacéo do solo

Dentre os residuos organicos incorporados ao solo e testados quanto a incidéncia da
podriddo radicular, causada por S. rolfsii, destacaram-se 0s compostos organicos: bagaco de
cana (10%), casca de mandioca (20%), fungicida (tiofanato métilico) na concentracdo (10 e
20%) e residuos de feijao (10%).

A Figura 7 mostra uma redugdo da incidéncia da doenca em 35,71% (BC 10%),
21,43% (CM e F20%) e 14,29% (F e RF 10%), respectivamente.
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Os tratamentos marisco (10 e 20%), bagaco de cana (20%), residuos de feijdo (20%) e

casca de mandioca (10%), assim como na testemunha apresentaram uma incidéncia alta.

Entretanto no tratamento cama de frango (10 e 20%) a incidéncia foi superior a testemunha.

Reducio da incidéncia da doenca (%)
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FIGURA 7 — Reducéo da incidéncia da podriddo radicular (Sclerotium rolfsii Sacc.) em mudas
de feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], ap6s incorporacdo de residuos organicos.

O uso da cama de frango no controle de doencas do solo vem sendo estudado devido

aos efeitos da adicdo de residuos ricos em nitrogénio na sobrevivéncia de patdgenos do solo;

A liberacdo de compostos volateis de nitrogénio durante a decomposicao destes residuos tem

acdo inibidora sobre diversos patogenos (Gamliel & Stapleton, 1993a, 1993b). Entretanto,

para doencas acarretadas por S. rolfsii a adicdo de fonte rica em nitrogénio pode aumentar a

severidade em culturas de tomate, beterraba e amendoim (Zambolim et al., 2005).

Os resultados encontrados neste trabalho corroboram com a observacdo de Zambolim

et al. (2005) e discordam dos resultados encontrados por outros autores, tais como, Santos et

al. (2009a), que obtiveram o controle da podriddo do colo causado por S. rolfsii em feijoeiro

com a incorporacdo da cama de frango; Teixeira et al. (2006) que observaram o controle de

Thielaviopsis basicola (Berk. & Broome) Ferraris, através da incorporacdo da cama de frango

e torta de mamona em cultivo de alface; e Baptista et al. (2006), que verificaram uma reducao

da incidéncia da murcha bacteriana em tomateiro, causada por Ralstonia solanacearum, ao

utilizarem cama de frango.



SANTOS, I. P. S. 2010. Controle alternativo da podridao radicular (Sclerotium rolfsii Sacc.) ... 30

As diferencas encontradas no presente trabalho possivelmente se devem a origem do
composto, maturacdo do composto, microbiota do substrato, que interferem na producdo e
liberacdo de metabdlitos volateis toxicos ao patdgeno e diferencas na interacdo patdgeno
hospedeiro. Segundo Huber (1991) e Schoenmaker & Ghini (2001) os resultados dos efeitos
de compostos orgénicos variam em funcdo do patossistema, do tipo de composto testado, dos
teores de umidade e das proporc¢des de residuos. Além do estimulo da atividade microbiota do
solo (Bettiol & Ghini 2005).

Conforme Blum et al. (2006), varios fitopatogenos, inclusive S. rolfsii, sobrevivem e
algumas vezes se multiplicam na matéria orgénica, ou ainda produzem estruturas de
resisténcias que os permitem atravessar periodos desfavoraveis no solo ou permanecer por
varios anos. Isso acontece devido a matéria organica prover uma base alimentar, aumentando
a sobrevivéncia do patdgeno (Schoenmaker & Ghini 2001).

As diferencas encontratadas entre o substrato bagaco de cana (10 e 20%) pode estar
relacionado ao teor de aglcar ou outra substéncia presente que de alguma forma influenciou
no aumento da incidéncia para o substrato bagaco de cana (20%).

Com relacdo ao efeito dos substratos sobre o crescimento das plantas de feijao-caupi
observa-se que o0s substratos que receberam casca de mandioca (10%) e residuo de marisco
(20%) apresentaram maior crescimento da parte aérea, 7,83 e 7,70 cm, respectivamente, mas
ndo diferiram da casca de mandioca (20%), residuo de feijdo (10 e 20%), marisco (10%),
bagaco de cana (20%) e testemunha (Tabela 1).

Araujo (2007) obteve resultado semelhante, em relacdo a adubacdo com residuos de
crustaceos, que proporcionou um maior crescimento da parte aérea de plantas de feijao-caupi,
favorecendo uma reducéo da aplicacdo de produtos quimicos no solo.

Os tratamentos cama de frango (10 e 20%) diferiram de todos os tratamentos com
relacdo ao crescimento da parte aérea. Provavelmente, o ataque do patégeno pode ter
influenciado na germinacdo das sementes assim como, provocou 0 tombamento das plantas.
Resultados semelhantes foram observados por Santos et al. (2009a) que visualizaram
estruturas do fungo nos tecidos das sementes que ndo germinaram e das plantulas que nédo
emergiram do solo e por Teixeira et al. (2006), que verificaram que o comprimento de plantas
de alface, quando incorporam a cama de frango, foi menos eficiente, se comparada com a
torta de mamona em conjunto com a solarizacao do solo, no controle da podriddo negra das
raizes causada por T. basicola.

Todos os tratamentos apresentaram crescimentos da raiz principal, mas ndo diferiram

estatisticamente da testemunha, com excec¢éo do tratamento que recebeu cama de frango (10 e
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20%), cujo ataque do patdgeno foi muito severo, o que provocou a destrui¢do da raiz principal
levando a morte das plantas.

Com relagdo ao peso fresco das plantas de feijdo-caupi verificou-se que embora o
tratamento com residuo de marisco (20%) tenha obtido 2,73g, s6 foram observadas diferengas
estatisticas nos tratamentos bagaco de cana (10%), quimicos (10 e 20%) e cama de frango (10
e 20%) que apresentaram 0s menores pesos. Resultados semelhantes foram encontrados por
Teixeira et al. (2006) que ao incorporar cama de frango, observaram uma baixa eficiéncia
para o peso fresco de plantas de alface, no controle da podriddo negra das raizes.

Para o efeito dos substratos para 0 peso seco, 0s tratamentos ndo diferiram
estatisticamente da testemunha, exceto cama de frango (10 e 20%), visto que, as plantas que
emergiram sofreram tombamento, demonstrando que esse substrato ndo foi capaz de controlar

a doenca.

TABELA 1 — Efeitos da matéria organica na altura da parte aérea, comprimento da raiz, peso
fresco e peso seco de plantas de feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] na podriddo de

colo causada por Sclerotium rolfsii Sacc.

Tratamento Altura da Parte  Comprimentoda  Peso Fresco Peso Seco
Aérea (cm)* Raiz (cm)*? @)* @)
Testenhuma 7,32 ab 2,76 a 2,38 ab 1,23 abc
Fungicida (10%) 503 ¢ 2,76 a 195 b 1,09 cd
Fungicida (20%) 517 ¢ 2,95 a 197 b 1,11 cd
Cama de frango (10%) 1,00 d 1,00 b 1,00 ¢ 1,00 d
Cama de frango (20%) 1,00 d 1,00 b 1,00 ¢ 1,00 d
Marisco (10%) 6,04 abc 2,71 a 2,07 ab 1,19 abc
Marisco (20%) 7,70 a 2,62 a 2,73 a 1,35 a
Bagaco de cana (10%) 5,80 bc 3,20 a 199 b 1,16 bcd
Bagaco de cana (20%) 6,24 abc 3,40 a 2,24 ab 1,24 abc
Residuo de feijdo (10%) 6,38 abc 2,97 a 2,11 ab 1,21 abc
Residuo de feijao (20%) 7,04 ab 2,82 a 2,24 ab 1,22 abc
Casca de mandioca (10%) 7,83 a 3,05 a 2,42 ab 1,30 ab
Casca de mandioca (20%) 7,27 ab 2,93 a 2,20 ab 1,22 abc
C.V. 13,07 % 12,60 % 14,08 % 6,02 %

! Para comparacdo das médias os dados foram transformados em raiz quadadra Vx + 1. Médias
seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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2.2.5 Uso de antagonistas no controle da doenca

A Figura 8 apresenta os resultados da microbiolizacdo de sementes de feijdo-caupi
com isolados antagonistas. Todos os isolados e o tratamento com fungicida proporcionaram
uma reducédo na incidéncia da doenga em comparagao com a testemunha.

Os isolados R14, C110, ENF24, C21 e T. harzianum proporcionaram reducédo da
incidéncia de doenca em 34.99%, 30% e 25% para 0s trés Gltimos isolados, respectivamente,
discordando dos resultados observados por Silva Junior (2009), ao microbiolizar sementes de
feijdo-caupi com alguns desses isolados antagonistas. Este autor verificou uma reducdo na
ordem de 52%, para R14 e 17% para C110, ENF24 e T. harzianum.

Por outro lado, existem uma infinidade de trabalhos relacionados com o sucesso do
parasitismo de Trichoderma sp. sobre muitos patégenos veiculados pelo solo, inclusive S.
rolfsii. Merece destaque, os resultados encontrados por Lohmann et al. (2007) no controle do
damping off, ocasionado por S. rolfsii, em soja, onde o uso de trés isolados de Tricoderma
porporcionaram uma reducdo da incidéncia da doenca em 25, 27,5 e 55%, respectivamente, 0
que estd de acordo com os resultados observados neste trabalho. Homechin (1983)
demonstrou, em campo, a viabilidade do tratamento de sementes de soja com Trichoderma sp.
no controle do tombamento de plantas causado pelos fungos R. solani, S. rolfsii e
Macrophomina phaseolina (Tass.) Goid.

As sementes tratadas com os antagonistas tiveram um desempenho semelhante ao
fungicida (30%) com relacdo a reducdo da incidéncia da doenca. Pinto (2002) ao tratar
sementes de sorgo com diferentes doses de fungicidas, entre eles tiofanato metilico,
obeservou um acentuado tombamento das plantas causado por S. rolfsii, 0 que evidencia seu
efeito patogénico. Garcia Junior et al. (2008) verificou que o fungicida tiofanato metilico

controla F. graminearum, reduzindo a sua incidéncia nas sementes de trigo.
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FIGURA 8 — Reducéo da incidéncia da podriddo radicular (Sclerotium rolfsii Sacc.) em mudas
de feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], apds microbiolizacdo das sementes com

isolados de rizobactérias e Trichoderma harzianum Rifai.

Com relacdo ao crescimento das plantas de feijdo-caupi, nenhum dos tratamentos
diferiram da testemunha (5,07 cm), no item altura das plantas (Tabela 2), embora o tratamento
com o isolado ENF 24 tenha proporcionado um bom crescimento da planta (10,04 cm).
Possivelmente, este isolado possui capacidade de promover o crescimento de planta, como
observado por Dallemole-Giaretta et al. (2006) ao microbiolizar sementes de tomateiro com
isolados da rizobactéria Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare y W. Gams.

A maioria das sementes microbiolizadas apresentou um comportamento similar ao do
fungicida utilizado, no item comprimento da raiz principal, ndo apresentando diferenca
significativa da testemunha, exceto o isolado C110 com 4,29cm.

Nenhum tratamento diferiu estatisticamente da testemunha, com excecdo do fungo T.
harzianum que apresentou maior média com 4,409, em relagdo ao peso fresco.

Os tratamentos ndo diferiram estatisticamente da testemunha ao peso seco de plantas

de feijdo-caupi.
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TABELA 2 — Altura da parte aérea, comprimento da raiz, peso fresco e peso seco de plantas
de feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] inoculadas com Sclerotium rolfsii Sacc. e

tratadas com sementes microbiolizadas com rizobacterias e Trichoderma harzianum Rifai.

Tratamento Altura da Parte Comprimentoda  Peso Fresco Peso Seco
Aérea (cm)* Raiz (cm)*? )" )"
Testehuma 5,07 a 229 b 225 b 0,99 a
Fungicida 8,54 a 3,84 ab 3,94 ab 1,36 a
C110 9,26 a 4,29 a 4,28 ab 1,44 a
R14 6,98 a 3,21 ab 2,93 ab 1,01 a
ENF 24 10,04 a 4,19 ab 4,06 ab 1,36 a
Cc21 7,48 a 2,82 ab 2,85 ab 1,42 a
T. harzianum 9,00 a 4,08 ab 4,40 a 1,34 a
C.V. 31,11% 27,75% 28,82% 22,02 %

T Para comparagdo das médias os dados foram transformados em raiz quadadra Vx + 1. Médias
seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

2.2.6 Uso de substancias naturais no controle da doenca

Na Figura 9 pode-se observar os resultados relacionados ao efeito de extratos vegetais,
0Oleos essenciais e Ecolife® sobre a incidéncia da podridéo radicular em feijdo-caupi.

Apesar de existirem na literatura trabalhos visando o controle alternativo de doencas
em algumas culturas, o uso de extratos vegetais, 0leos essenciais e Ecolife® no controle “in
vivo” de S. rolfsi, na cultura do feijdo-caupi foi um estudo pioneiro no que se refere a forma
alternativa de controle de doencas, e mostrou que alguns produtos empregados reduziram a
incidéncia da doenca, embora os tratamentos ndo tenham diferiram significativamente da
testemunha. O tratamento com Ecolife® foi o que apresentou menor incidéncia (54,17%),
seguidos do Gleo essencial horteld pimenta e de manipueira (58,33%). Os tratamentos com
6leo de eucalipto e com fungicida (tiofanato metilico) ndo foram capazes de reduzir a
incidéncia da doenca, pelo contrario, apresentaram resultados inferiores a testemunha, ou seja,
com uma incidéncia da doenca superior a esta (66,67%), ndo podendo, portanto serem

recomendados para o controle da podriddo radicular em feijao-caupi.
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FIGURA 9 — Incidéncia da podriddo radicular (Sclerotium rolfsii Sacc.) em mudas de feijédo-

caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], ap6s aplicacdo de substancias naturais.

De uma forma geral, os resultados encontrados neste trabalho sugerem que 0s extratos
vegetais e 0s 6leos essenciais testados ndo foram capazes de induzir resisténcia sistémica a
podriddo radicular em plantas de feijao-caupi, possivelmente o método de aplicacdo pode se
mostratar favoravel a inducdo de resisténcia.

S&80 escassas as pesquisas realizadas em casa de vegetacdo com Oleo essencial e
extrato vegetal para controle de doengas fungicas. A maioria das pesquisas séo realizadas in
vitro ou estdo relacionadas a patdgenos da parte aérea da planta e concordam parcialmente
com os resultados observados neste trabalho: Silva (2007) utilizando 6leo de eucalipto a
1,25% e ecolife® a 0,75% obteve a reducdo da intensidade do mal do panaméa (Fusarium
oxysporum f. p.cubense) em 25% e 91,67%, respectivamente, comprovando acdo antiflngica
desses compostos. Peixinho (2009) afirmou que o controle da antracnose (Colletotrichum
gloeosporioides) em bastdo do imperador pode ser obtido como uso do 6leo de eucalipto
citriodora, na concentracdo de 1,25% e que esse Oleo atuou como indutor de resisténcia
sistémica adquirida em inflorescéncias de bastdo do imperador. Furtado (2006) observou um
controle significativo de Fusarium semitectum, C. gloeosporioides, Curvularia lunata e C.

eragrostidis na cultura do Tapeinochilus ananassae, utilizando ecolife® e eucalipto a 1%.
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Santos et al. (2007), estudando o efeito de extratos vegetais no progresso da doencas foliares
do cafeeiro organico, verificaram que o Ecolife® teve um desempenho intermediario aos
melhores tratamentos e as testemunhas, semelhantemente ao encontrado por Nascimento et al.
(2008) no controle da C. gloeosporioides em mudas de mamoeiro. Soares (2007) obteve o
controle da podridaode frutos do mamao (Phytophthora palmivora) com o éleo de eucalipto,
na concentracdo de 0,5% e o produto ecolife®, na concentracdo de 1,5%, uma vez que 0s
frutos ndo apresentaram incidéncia da doenca.

Os resultados relacionados ao uso do ecolife® podem ser justificados pela composicao
quimica deste produto, que segundo seu fabricante, possui em sua constituicdo bioflavonoides
citricos, acido ascorbico e fitoalexinas citricas capazes de exercer efeito protetor e/ou curativo
em alguns patossistemas, auxiliando no equilibrio da flora microbiana vegetal.

Divesos autores ja utilizaram a manipueira para controlar populacdes de insetos e
nematoides em diversos cultivos. Entretanto, para o controle de doencas fungicas sdo raros os
trabalhos encontrados. Silva et al. (2009) observaram que a manipueira autoclavada néo inibe
o cresimento micelial de C. gloeosporioides em maracuja. Freire (2001) controlou o oidio da
cerigueleira com o uso de manipueira. Discordando deste trabalho.

A aplicacdo do fungicida sobre a podrid&o radicular do feijao-caupi ndo foi eficiente,
sendo semelhante ao Oleo de eucalipto e a testemunha. Estes resultados concordam
parcialmente com os obtidos por Santos et al. (2005) ao aplicar o fungicida tiofanato metilico
para controlar o crestamento gomoso do caule [Didymella bryoniae (Auersw) Rehm] em
cultivos de melancia. Estes autores verificaram ainda, que ao aplicarem uma mistura do
tiofanato metilico com clorotalonil ndo houve controle em comparacdo com a testemunha.
Entretanto, Bizi (2006) verificou que este fungicida controlou o mofo-cinzento em mudas de
eucalipto.

Stangarlin et al. (1999) relatam que, trabalhos desenvolvidos com extrato bruto ou
6leo essencial, obtidos a partir de plantas medicinais da flora nativa, tém indicado o potencial
das mesmas no controle de fitopatdgenos, tanto por sua acdo fungitoxica direta, inibindo o
crescimento micelial e a germinacdo de esporos, quando pela inducdo de fitoalexinas,
indicando a presenca de composto(s) com caracteristicas de elicitor(es), que sdo moléculas ou
agentes de origem bidtica ou abiotica, capazes de ativar ou induzir qualquer resposta de
defesa nas plantas.

Com relacdo ao desenvolvimento das plantas de feijao-caupi (Tabela 3), verificou-se

que, os 6leos essenciais, horteld e eucalipto (1%) apresentaram as maoires médias na altura de
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plantas de feijdo-caupi (9,63 e 9,60 cm), respectivamente, seguidos do fungicida (9,36 cm)
diferindo estatisticamente da testemunha.

Para o crescimento da raiz principal, todos os tratamentos diferiram significativamente
da testemunha, exceto o 6leo de eucalipto (1%) com 3,60 cm. O maior crescimento da raiz
principal foi obtido com 6leo de hortela (4,20 cm).

Quanto ao peso fresco das plantas, o fungicida proporcionou 3,99g, sendo o Unico a
diferir estatisticamente da testemunha (1,81g). O extrato vegetal manipueira (40%) e o Gleo
eucalipto (1%) proporcionam um peso 3,12 e 3,11g, respectivamente.

Com relacdo a massa seca, apenas o fungicida com 1,629 diferiu estatisticamente da
testemunha (1,14g), mas apresentaram semelhanca aos demais tratamentos. O extrato vegetal
manipueira (40%) e o 6leo essencial eucalipto (1%) obtiveram 1,44 e 1,429, respectivamente.

TABELA 3 — Altura da parte aérea, comprimento da raiz, peso fresco e peso seco de plantas
de feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] inoculadas com Sclerotium rolfsii Sacc., apos

aplicacdo de substancias naturais.

Tratamento Altura da Pazte Comp-)rimentlozda Peso Frlesco Peso Sleco
Aérea (cm) Raiz (cm)™ (9) (9)

Testenhuma 556D 2.14b 181b 114 b
Fungicida 9.36 a 4.10a 3.99a 162 a
Manipueira (40%) 8.89 ab 3.86a 3.12ab 1.44 ab
Eucalipto (1%) 9.60 a 3.60ab 3,11ab 1,42 ab
Horteld (1%) 9.63a 420a 2.86 ab 1.35ab
Ecolife® (2%) 8.73 ab 3.82a 2.73 ab 1.31ab
C.v. 21,81% 21,27% 23,14% 13,10%

! Para comparagio das médias os dados foram transformados em raiz quadadra Vx + 1. ° Médias
seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

2.2.7 Uso de adubacdo mineral no controle da doenca

A adubacdo mineral através da solucao de Sarruge e do silicato como fonte de silicio
nas plantas de feijdo-caupi apresentou reacédo distinta em relacdo a incidéncia da podriddo do
colo, demonstrando diferencas entre os tratamentos (Figura 10). O silicato de sddio
(1000mg/L™) teve uma incidéncia de 43,83%, seguidos do silicato de sédio (500mg/L™) e do
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silicato de célcio (1000mg/L™) com 62,50% em comparacdo com a testemunha (87,50%). As
plantas de feijdo-caupi adubadas apenas com a solu¢do de Sarruge teve uma incidéncia
superior a testemunha.

Vaérios autores ja relataram a importancia da nutricdo mineral como complemento ou
método alternativo no controle de doencas, visto que a intensidade da doencga pode agravar-se
em decorréncia da adubacdo insuficiente e desequilibrada (Santos Botelho et al., 2005).
Segundo Sobral et al. (2007) ao estudarem o efeito da solugdo nutritiva no controle da
podriddo negra das raizes da mandioca, verificaram que o uso de solucdo de Sarruge ndo
influenciou a incidéncia da doengca em comparagcdo com a testemunha. Resultados
semelhantes foram encontardos no presente trabalho.

No entanto, Soraes (2007) ao estudar o efeito da solucdo nutritiva no controle da
podriddo do pé do mamoeiro, observou que a aplicacdo de diferentes doses de solucéo de
Sarruge teve eficacia na incidéncia da doenca. Da mesma forma, Cafiizares et al. (2002) ao
estudaram o efeito da adicdo de solugdo nutritiva na producdo de mudas de pepino,
observaram que a solucéo influencia na taxa de sobrevivéncia das mudas.

De acordo com Paula Junior et al. (2009) a incidéncia e a severidade do mofo-branco
foi reduzida com aplicacdo de cloreto de célcio e silicato de célcio em feijoeiro. Porém, Silva
et al. (2008) ndo observaram reducdo da pinta-preta em mudas de mamoeiro com diferentes
concentragdes de silicato de calcio quando comparado a testemuha. A aplicacéo de silicato de
calcio reduziu a antracnose do feijoeiro (Moraes et al. 2009), o que condiz com 0 presente
trabalho.

Dados semelhantes foram encontrados por Santos Botelho et al. (2005) cuja incidéncia
da cercosporiose em mudas de cafeeiro foi reduzida com a aplicacdo de silicato de sodio e de
calcio. Porem, Fiori (2006) verificou que a aplicacdo da escdria agricola, rica em silicato de

calcio, aumentou da incidéncia de frutos com podridao apical em tomateiro.
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FIGURA 10 - Incidéncia da podriddo radicular (Sclerotium rolfsii Sacc.) em mudas de feijao-
caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], ap6s incorporacéo de solucéo nutritiva. ‘Concentracdes
utilizadas para cada tratamento1(50mg/L™), 2 (100mg/L™), 3 (500mg/L™) e 4 (1000mg/L™).

Analisando-se os dados de crescimento das plantas de feijdo-caupi tratadas com
solugdo nutritiva verifica-se que todos os tratamentos nao diferiram significativamente da
testemunha (8,96 cm) na altura das plantas (Tabela 4). Os tratamentos com o silicato de calcio
(50mg/L™) e de sodio (1000mg/L™) obtiveram as maiores valores com 9,93 e 9,86 cm,
respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados por Marchezan et al. (2004)
cujas aplicacdes de silicato de calcio em mudas de arroz ndo diferiram dos demais
tratamentos. Assis et al. (2000) trabalhando com limitacdes nutricionais em arroz em solos
organicos sob inundacdo também ndo verificaram diferencas no crescimento das plantas de
arroz irrigado quando acrescentaram silicio a adubacao.

Medeiros et al. (2006) também ndo obtiveram diferencas significativas da altura de
plantas de tomateiro no controle da murcha de Verticillium sp. com aplicacdo de silicato de
sodio em comparagéo a testemunha.

A aplicacdo da solugdo de Sarruge também ndo teve influéncia no crescimento das
plantas. No entanto, estudos realizados por Sobral et al. (2007) no controle da podriddo negra
das raizes da mandioca, mostraram que a adi¢do de solucdo de Sarruge teve efeito positivo na

altura das plantas.
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TABELA 4 — Altura da parte aérea, comprimento da raiz, peso fresco e peso seco de plantas
de feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] inoculadas com Sclerotium rolfsii Sacc., ap6s

incorporagéo de solucédo nutritiva.

Tratamento Altura da Parte Comprimentoda  Peso Fresco Peso Seco
Aérea (cm)™? Raiz (cm)*? (9 (9"

Testenhuma 8,96 a 3,75a 3,60 ab 1,51 ab
Solucéo de Sarruge 9,17 a 3,60 a 3,74 ab 1,55 ab
Silicato de Calcio1® 9,93 a 3,86 a 4,12 a 1,68 a
Silicato de Célcio 2 9,16 a 4,00 a 3,80 ab 1,55 ab
Silicato de Célcio 3 8,96 a 3,37 a 3,53 ab 1,48 ab
Silicato de Calcio 4 8,13 a 297 a 3,00 ab 1,36 ab
Silicato de Sédio 1 9,02 a 4,13 a 4,06 a 1,62 ab
Silicato de Sédio 2 7,89 a 3,48 a 3,21 ab 1,38 ab
Silicato de Sédio 3 8,80 a 3,17 a 271 b 129 b
Silicato de Sadio 4 9,86 a 421 a 3,70 ab 1,52 ab

C.v. 11,68% 17,12% 17,74% 10,97%

! Para comparagiio das médias os dados foram transformados em raiz quadadra Vx + 1. > Médias
sequidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. *Concentracdes
utilizadas para cada tratamento1(50mg/L™), 2 (100mg/L™), 3 (500mg/L™) e 4 (1000mg/L™).

Com relacdo ao crescimento da raiz principal, nenhum tratamento diferiu da
testemunha (3,75 cm), tendo as maiores médias os tratamentos com silicato de sddio
(1000mg/L™) e (50mg/L™) com 4,21 e 4,13 cm, respectivamente.

O silicato de célcio e o silicato de sodio (50mg/L™) proporcionaram 4,12 e 4,06g de
peso fresco, respectivamente, diferindo do silicato de sddio (500mg/L™) com 2,71g, que foi
semelhantes aos demais tratamentos, inclusive da testemunha.

Com relacdo ao peso seco, o tratamento silicato de calcio (50mg/L™) apresentou maior
média com 1,68g, diferindo apenas do silicato de sédio (500mg/L™). Os demais tratamentos
ndo apresentaram diferencas significativas entre si. Discordando de Franco & Prado (2006)
que observaram semelhanca no acumulo de matéria seca total em mudas de goiabeira,

empregando diferentes solu¢des nutritivas.



2.3 Conclusao

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Os isolados de rizobactérias R14, C21, ENF 24 e o isolado de Trichoderma
harzianum Rifai apresentaram antagonismo in vitro sobre o fungo Sclerotium rolfsii
Sacc.;

Trichoderma foi capaz de hiperparasitar as hifas do patdgeno e competir por espaco e

nutriente, enquanto as bactérias atuaram através da producéo de antibioticos;

A incorporacéo de matéria organica no solo ndo foi eficiente no controle da podriddo

radicular em plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp.;

A microbiolizacdo de sementes com agentes antagonistas possibilitou a reducdo da
incidéncia da doenca, mas ndo apresentou diferenca em relacdo ao desenvolvimento

vegetativo;

O uso de extratos e 0leos vegetais ndo foi capaz de controlar a podriddo de colo,

sendo o fungicida, tiofanato meitlico, influente no crescimento vegetativo;

O silicato de sédio (500 e 1000mg/L™) e silicato de célcio (1000mg/L™) foram

capazes de reduzir a incidéncia da doenca, sem influenciar no seu crescimento.



2.4 Considerac0es Finais

A busca por um ambiente livre de agrotéxicos tem levado muitos pesquisadores a
procurar novas fontes alternativas para o controle de doencas de plantas.

A incorporagdo de matéria organica no controle de doengas veiculadas por patdégenos
de solo vem sendo muito estudada. Diversas matérias organicas dependendo do patossistema
podem aumentar na incidéncia e/ou na severidade da doenca. Fato que provavelmente pode
ter acontecido com o trabalho em questdo. Desta forma, espera-se que a associacdo com
outros métodos de controle possam vim a ter resultados mais promissores, como € 0 caso da
associagdo da solarizagcdo com a incorporacao de matéria organica.

Na maioria das variaveis estudadas, os substratos com marisco (20%) e cascas de
mandioca (10%), mesmo ndo diferindo da testemunha, se destacaram. Dessa forma, pode-se
testar a incorporacdo dessas matérias organicas juntamente com a solarizacdo do solo para
obtencdo de melhores resultados no controle da podridédo radicular.

Microrganismos com acdo antagbnica tém grande potencial no controle de
fitopatdgenos. A atuacdo dos isolados de rizobactérias, com destaque para o isoldao R14 que
em ambos os controles, demonstraram grande capacidade para reduzir o desenvolvimento de
Sclerotium rolfsii. Contudo, estudos posteirores devem ser desenvolvidos para melhor
esclarecimento contra esse patdgeno.

Da mesma forma, o uso de extratos e Oleos vegetais vem sendo demosntrado por
varios pesquisadores uma eficiéncia ‘in vitro’, mas para o controle ‘in vivo’ existe uma
grande caréncia. Diante disso, novos estudos devem ser realizados para esse patossistema, a
fim de obter um extrato e/ou 6leo essencial adequado para o controle ‘in vivo’.

As informacdes sobre a interacdo patdgeno e nutricdo do hospedeiro e sua relacdo
causal com o nivel de dano observado, bem como a influéncia do uso de solucdo nutritiva na

reducdo de indice de doenca, ainda sdo incipientes e carecem de maiores estudos.
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ANEXO 1 — Normas da revista Tropical Plant Pathology.
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