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RESUMO: Trés isolados de Pseudomonas spp. fluorescentes e dois de Trichoderma spp. foram selecionados in vitro pelo seu
potencial de biocontrole de Rhizoctonia sofani. Semente de tomateiro Lycopersicon esculentum L., cv. AGROCICA 33),
tratadas por imersdo nas suspensdes dessas bactérias (1 x 1 08ufc/m1) e fungos (2 x 109 esporos/mi), quando semeadas em
solo nao esterilizado, previamente infestado com R. solani, mostraram aumento significativo na emergéncia e peso das plarn-
tas e diminuicdo significativa em damping-off. Entretanto nenhum agente biocontrolador foi superior ao tratamento qui-

mico em fodos o8 pardmetros avaliados.

PALAV RAS-CHAVE: Trichoderma spp., Pseudomonas spp., Rhizoctonia solani, Lycopersicon esculentum, tratamento de

sementes e controle biologico.

INTRODUCAO

Plantulas do tomateiro (Lycopersicon esculenturmn,
L.} apresentam grandes suscetibilidade ac ‘“‘damping-off”
em pré e pds-emergéncia (HADAR et al. 1979; TOKESHI
& CARVALHO, 1980), causado por fungos, como Rhizoc-
tonia solani, Pythium spp., Fusarium spp. e Sclerotium
rolfsii. Apds o transplante das mudas no campo, podem
ocorrer podriddes de raizes e anelamento da regido do colo
(TOKESHI & CARVALHO, 1980). O fungo R. solani
possui ' grande variabilidade genética, identificada pelos
grupos de anastomose (BOOSALIS & SCHAREN, 1959;
BUTLER, 1980; PARMETER JUNIOR et al. 1969). Um
dos métodos eficientes para controlar R. solani é através
da resisténcia varietal do hospedeiro, porém é dificulta-
do devido a variabilidade do patégeno (MELO, 1984).
Também, o emprego de microrganismos antagdnicos, iso-
lados de solo supressivo a R. solani, tem sido estudado atra-
vés do tratamento de sementes e solo, com bactérias Pseu-
domonas spp. (ELAD et al. 1987; EL-MELEIGI, 1989,
HOWELL & STIPANOVIC, 1979, MEW & ROSALES,
1986; WELLER, 1983; WELLER & COOK, 1983) e com
fungo Trichoderma spp. (CHET & BAKER, 1981, ELAD

et al. 1980; HOMECHIN, 1987, LIFSHITZ et al. 1986).
Esses agentes, além de atuarem contra o patdgeno, podem
promover o crescimento de plantas (GEELS & SCHIPPERS,
1983a; SAVITHIRY & GNINAMANICKAM, 1987; WIN-
DHAM et al. 1986).

A selec3o de fungos Trichoderma spp. (HADAR et al,

11979) e bactérias Pseudomonas spp. (GEELS 3 SCHIPPERS,
1983b), isolados da rizosfera ou outras partes de

plantas, pode ser feita com base na sua habilidade para
produzir e excretar substdncias com agdo inibit6ria aos
patégenos, em meio de cultura. Segundo WELLER (1988),
o modo de acdo das bactérias Pseudomonas é através da
competicdo por nutrientes liberados e presentes em exsu-
datos de sementes e raizes, bloqueio dos sitios de penetra-
¢cdo e, pela producdo de siderdforos e antibidticos, os quais
podem restringir a colonizacdo do hospedeiro pelos fito-
patdgenos sensiveis a supressdo de ferro, principalmente
nos solos com deficiéncia desse microelemento (GEELS
& SCHIPPERS, 1983a; 1983b; MISAGHI et al. 1982;
SAVITHIRY & GNINAMANICKAM, 1987; WELLER,
1988). HOWELL & STIPANOVIC (1979) trabalhando em
condicGes de laboratério, e solo infestado artificialmente
com R. solani, conseguiram aumento no porcentual de so-

1 = Aluno do curso de Mestrado em Microbiologia — Centro de Ciéncias Biol6gicas — Universidade Estadual de Londrina. Bolsita do CNPq.
2 = Departamento de Agronomia do Centro de Ciéncias Agrdrias — Universidade Estadual de Landrina, Caixa Postal6001, CEP 86051-970,

Londrina - Parand - Brasil. Bolsista do CNPq.

19



brevivéncia de plantulas de algoddo em nf(veis varidveis, en-
tre 49% e 57%, quando promoveram o tratamento das
sementes com a bactéria P. fluorescens e com pyrrolnitrin
(substancia produzida por P. fluorescens).

WINDHAM et al. (1986) verificaram o aumento na
taxa de emergéncia e peso seco de rafzes de plantas de fu-
mo e tomateiro na ordem de 259% para 318% e de 213%
para 275%, respectivamente, através do emprego de Tri-
choderma harzianum e T. koningii, para tratamento de
sementes que apds foram semeadas em solo autoclavado.
Fungos do género Trichoderma spp. tém sido citados na
literatura, devido a sua capacidade de parasitar outros
fungos, inibindo Macrophomina phaseclina (ELAD et al.
1986), Rosellinia necatrix (FREEMAN et al. 1980}, R.
solani (HADAR et al. 1979), Pyrthium aphanidermatum
(SIVAN, et al. 1984), Alternaria raphani and A. brasicola
(VANNACCI & HARMAN, 1987), Sclerotium rolfsii
(WELLS et al. 1972). O seu modo de agdo pode ser através
do entrelacamento e penetragdio das hifas dos
fitopatégenos, pelo T. harzianum, com perfuracdes provo-
cadas pela acdo de enzimas Beta — (1-3) gluconase e quiti-
nase (CHET & BAKER, 1981, ELAD et al. 1982, HADAR
et al. 1979).

A presente pesquisa teve como objetivos: a. verificar
a patogenicidade R. solgni, isolado de sementes de feijoei-
ro (Phaseolus vulgaris) cultivado na regido do Cerrado
{Distrito Federal-Brasil), ac tomateiro através da infes-
tagdo do solo, em condicGes de casa-de-vegetacdo, b. ava-
liar o efeito do tratamento de sementes com Trichoderma
e Pseudomonas, na emergéncia e tombamento de plantulas,
guando semeadas em solo infestado com R. solani; c.
avaliar o efeito do tratamento sobre o desenvolvimento
das plantas.

1 — MATERIAL E METODOS
1.1 — Obtengdo de Isolados
1.1.1 — Rhizoctonia solani — RS-25.

O isolado 'RS-25 foi obtido a partir de.sementes de
feijoeiro (Phaseolus vulgaris, L.) (BOOSALIS & SCHAREN,
1959), coletadas em &drea de produgdo em solo do Cer-
rado (Distrito Federal-Brasil), e com relatos de elevado
ndice de plantas doentes. Para tanto, apds desinfestadas
com hipoclorito de sédio a 2,5% por trés minutos e lavadas
em dgua destilada esterilizada, as sementes foram dispos-
tas em placas de Petri de 90mm, contendo meio de cultu-
ra BDA, pH 6.5, e incubadas a 259C por 48 a 72 horas em
cAmara BOD (estufa incubadora Fanem, mod. 347FG),
com foto-perfodo de 12 horas. A identificagdo foi basea-
da na morfologia das hifas e caracteristicas das coldnias
em meio BDA, de acordo com BOOSALIS & SCHAREN
(1959) e PARMETER JUNIOR et al. (1969). Os isola-
dos foram acondicionados em tubo de ensaio contendo
6ml de meio de cultura BDA, pH 6.5., a 4°C + ou — 2°C, e
mantidos em geladeira.

1.1.2 — Trichoderma spp.

Os isolados de Trichoderma spp. com capacidade
antagénica foram obtidos do sistema radicular de plantas
doentes e solo cultivado com hortaligas. Através do método
de implante de partes de tecidos de raiz, diluicdo do solo
(10‘9 e 10'4) € plagueamento em meio de MARTIN (1950),
modificado para Trickodermna por HOMECHIN (1987)
e meio BDA. Para tanto, as placas com meio de MARTIN
{1950) foram incubadas em cdmara BOD, na auséncia de
luz, a 25°C, por seis dias (HOMECHIN, 1987). A identi-
ficagdo do fungo Trichoderma spp. foi de acordo com
RIFAI (1969) baseando-se na morfologia e nas caracterfs-
ticas das colonias, desenvolvidas no meio de Martin modifi-
cado. Os isolados foram mantidos em tubos de ensaio,
contendo 6ml de meio de cultura BDA, pH 8.5, a 4°C +
ou — 29C, e conservados em geladeira.

1.1.3 — Pseudomonas spp.

Partes de rafzes de plantas nativas (reserva ecoldgi-
ca Mata dos Godoy, localizada a 15 Km da cidade de Lon-
drina, estado do Parand) e hortalicas doentes (tomate,
couve-flor, alface, pepino e almeirdo) foram lavadas duran-
te uma hora em &dgua corrente para remover o excesso de
solo e posteriormente em &gua destilada esterilizada, ma-
ceradas. A seguir, foi acrescido igual volume de solucio
salina a 0,85%. A suspensdo foi transferida para erlenmeyer
de 250ml, contendo 100ml de solucdo salina 0,85% esteri-
lizada e agitada por 30 minutos a 100 rpm, em agitador
orbital Fanen (modelo 255-B). A seguir procedeu-se a dilui-
¢do para 106 e 107 e plaqueamento 0,1ml em meio
King B (KING et al. 1954) modificado (K2HPO4, 1,bg;
MgS04, 1,6g; peptona, 15,0q; glicerol, 10,0g; agar, 15,0g;
dgua destilada, 11), pH 7.2. A esterilizacdo foi feita em au-
toclave a 120°C por 20 minutos. A Incui:vaq,éo deu-se em
cdmara BOD a 28°C + ou - - 19C. As contagens das cold-
nias foram feitas 24 e 48 horas apds. As placas foram ana-
lisadas em luz UV-longa (Long-Wave model UVGL-25
MINERLIGH, pertencente ac Laboratério de pesquisa de
genética de microrganismos do Centro de Ciéncias Biols-
gicas da UEL) de acordo com o método de WELLER &
COOK (1983). As coldnias gue possibilitaram florescéncia
do meio foram repicadas e mantidas em tubos de ensaio,
com meio de cultura King B com 10% de glicerol, a tempe-
ratura de 4°C + ou — 29C.

2 — ANTAGONISMO in vitro
2.1 — Pseudomonas spp.

Os isolados de bactérias Pseudomonas spp. do grupo
fluorescente foram testados nos meios de cultura King B
e BDA, sob regime de diferentes temperaturas. A capaci-
dade antagdnica foi determinada pelo método de pareamen-
to de culturas (WELLER & COOK, 1983), o qual consis-
tiu da transferéncia de um disco de 5mm de didmetro re-
tirado da margem de uma coldnia do patégeno RS-25,
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desenvolvida durante cinco dias, em BDA, para o centro de
placa contendo meic King B ou BDA. Quatrc discos de
papel de filtro, nimero 2, esterilizados, com 5mm de dia-
metro, foram colocados, a 3cm de distancia do disco do
patégeno (GEELS &  SCHIPPERS, 1983b). Em cada
disco de papel, foram pipetados 10 u/ de suspensdo de
bactérias (2 x 108 ufc) e a incubagdo foi em camara BOD
a 28°C + ou — 19C, durante 72 horas, na auséncia de luz.
A intervalos de 12 horas, foi avaliado o crescimento
do micélio do pat6geno. Cada teste foi repetido quatro
vezes.

2.2 — Com Trichoderma spp.

Os isolados de Trichoderma spp., foram avaliados em
meio de BDA e os melhores selecionados de acordo com a
capacidade para inibir o patégeno R. solani in vitro. O mé-
todo foi o do pareamento de culturas descrito por BELL et
al. (1982), em placa de Petri contende BDA.
Posteriormente os fungos foram incubados em ca-
mara BOD a 25°C, em auséncia de luz, durante sete dias.
A eficiéncia do antagonism.o foi determinada através de:
mensuracdo do crescimento das colénias (testes e contro-
les), em intervalos de 12 horas, e por um perfode de 72 ho-
ras; e plaqueamento de discos retirados da zona de inter-
secgdo das coldnias dos dois microrganismos em meio de
BDA, apds o oitavo dia de cultivo com objetivoe de avaliar
a sobrevivéncia do patdgeno.

3 — TRATAMENTO DE SEMENTES E EXPERIMEN-
TOS EM CASA-DE-VEGETACAO

Sementes de tomateiro cv. AGROCICA 33, proce-
dentes de Monte Alto, SP, fornecidas pela CICA S.A.,
apds desinfestadas superficialmente em solucdé de hipo-
clorito de so6dio a 2,5%, durante trés minutos, lavadas
em &gua destilada esterilizadas e secadas em estufa a 30°C
+ ou — 1°9C, durante uma hora, foram plaqueadas sobre
trés folhas papel de filtro esterilizado acondicionados em
placa de Petri.

Confdeos de Trichoderma spp. (2 x 108 ufc/ml)
coletados de culturas com sete dias de idade e cultivados
em meio, BDA, e ressuspensos em meio de cultura liquido.
Posteriormente as sementes foram imersas nessa suspensao
durante 30 minutos e ap6s mantidas durante uma hora em
corrente de ar seco, de acordo com LIFSHITZ et al. {1986).
Idéntico prccedimentc foi dado as sementes guando do
tratamento com bactérias Pseudomonas spp. grupo fluores-
cente, na concentracao de 1 x 108 ufc/ml. O isolado de
Pseudomonas spp. foi desenvolvido em meio de cultura
liquido (K2HPO4, 1,bg; MgS04, 1,bg; peptona, 15,0q;
extrato de levedura, 15,0g; glicerol, 10,0g; dgua destilada,
11), com pH 7.2. Uma coldnia foi repicada do meio sé6lido
para frasco erlenmeyer de 250ml, com meio Ifquido e incu-
bada a 28°C, durante 24 e 48 horas. A concentragdo foi
ajustada com o préprio meio. As sementes usadas como
testemunha foram tratadas com meio de cultura liquido,
isento do microrganismos, e no mesmo espaco de tempo.

O tratamento das sementes com T. harzianum e P. fluores-
cens quando associado, foi realizado de maneira idéntica a
citada anteriormente; obedecendo-se a seguinte ordem:
primeiro imers3ao na suspensdo de bactérias e, uma hora
apds na suspensdo de confdeos de T harzianum.

O solo acondicionado em saco pléastico preto (200 x
100mm diametro foi infestado através do emprego de se-
mentes de girassol, colonizadas por R. solani RS-25. Para
tanto, o patégeno RS-25 foi cultivado em meio de cultura
BDA  suplementado com 2% de extrato de levedura, duran-
te sete dias, a 25°C + 1°C, de acordo com LIFSHITZ et
al. {198B6). Posteriormente o conteddo de uma placa de
Petri foi transferido para um frasco erlenmeyer (2 litros),
contendo 500g de sementes de girassol suplementados com
200mI de solucdo de extrato de levedura a 10%. As semen-
tes de girassol foram previamente autoclavadas a 120°C por
uma hora, durante dois dias consecutivos. Apds a inocu-
lacao as sementes foram incubadas durante trinta dias em
temperatura ambiente do laboratdrio (15°C a 25°C).
Setenta e duas horas apds a infestacdo do solo, procedeu-
se a semeadura, de acordo com cada tratamento. Trezen-
tas sementes de tomate foram semeadas em sacos plasti-
cos (15 sementes/saco), contendo 400g de substrato (solo,
areia e esterco de curral curtido, 2:1:1) ndo esterilizado,
com pH 6.0. Determinou-se o fndice de emergéncia de plan-
tulas no guinto e décimo dia ap6s a semeadura, perfodo
correspondente ao infcio e fim de emergéncia das plantu-
las. A incidéncia de tombamento de plantulas foi observa-
da a partir do quinto dia da semeadura até o trigésimo
dia, tempo em que o experimento foi concluido. Apd&s esse
periodo, foram coletadas 10 plantas ao acaso, em ndimero
de cinco repetigOes, estas foram lavadas em dgua de torneira
e seccionados o sistema radicular e parte aérea, determinan-
do-se os pesos secos de ambas as partes pelo método da
secagem em estufa com ar circulante, durante 72 horas, a
700C, até peso constante da matéria seca.

Para efeito de andlise estatistica, foram considerados
quatro sacos como um bloco de tratamento. O delinea-
mento experimental foi inteiramente casualizado, com cin-
co repeticOes.

Nas andlises de varidncia, empregou-se o teste F, sen-
do usado o teste Tukey, citado por GOMES (1987) ao ni-
vel de 5%, para a comparacdo de médias. Para obter a nor-
malidade dos dados, foi feita a transformacdo dos dados
para arco seno raiz quadrada de x/100.

A porcentagem de aumento de emergéncia foi deter-

minada pela férmula (% = média do tratamento/média
da testemunha X 100) e a reducdo do tombamento (% =
média da testemunha — média do tratamento/média da

testemunha X 100).
4 — RESULTADOS

Dos 150 isolados de bactérias do género Pseudomo-
nas spp. dq. grupo fluorescente, obtidos de plantas nati-
vas e hortalicas doentes, de acordo com NEW & ROSA-
LES (1986), foram selecionados trés isolados de acordo
com o halo de inibicdo do patdgenc em meio de cultura
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(tabela 1) e identificados com base no manual de Bergey
(KRIEG & HOLT, 1984), como Pseudomonas fluores-
cens (Bac-2 e Bac-5) e P. putida {(Bac-7). Dos 31 isolados do
fungo Trichoderma’ spp. obtidos, apenas dois se destacaram
em fungdo da sua capacidade antagdnica ao patdgeno,
identificados como Trichoderma harzianum Rifai (Tch-2)
e T. konningii Oud (Tch-4).

4.1 — Teste de Antagonismo de Pseudomonas spp. e Tricho-
derma spp. in vitro

Em in vitro_ as bactérias Pseudomonas spp. do grupo

fluorescente foram capazes de inibir o crescimento do
patégenc RS-25, nos meios de cultura (BDA e KING B)
(Fig. 1), guando incubadas em diferentes temperaturas
(Tabela 1). Os isolados do fungo Trichoderma spp. contro-
laram o patégeno RS-25, em meio de cultura BDA, em
pHs (4.0, 5.0, 6.0 e 7.0) (Fig. 2), ndo ocorrendo diferen-
¢as entre os resultados obtidos para o plagueamento de
discos retirados na zona de intersecgdo das culturas do pa-
tdgeno e antagbnico, em meio BDA, aos oito dias de ida-
de. Ndo sendo constatada a presenca do patdgeno RS-25.

Patdogeno X Antagonicos

4.5
/\ R. solani (controle)
4 |
& R. solani + Bac-2
B0 57] 31 R. solani + Bac-5
3 4 s R. solani + Bac-7
2454
2 -
0
1.5~ .
1 -
5 o
L]
0 i
i ] T T
1 5 3 4 5 6 7
Horas de Cultivo
FIGURA 1 — Influéncia de trés isolados de bactérias Pseudomonas spp. do grupo fluorescente, no desenvolvimento do fungo R. solani em

meio de cultura King B, a 25°C (médias de quatro repeti¢des).
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Controle do Crescimento Radial do Patdgeno

5
A Rs-25 controle
4¢
& Tch-2 controle
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3_
@ RS-25 + Tch-2
51 O RS-25 + Tch-4
2_
5- -] ]
O ——0
l..
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A
]
0 12 24 48 60 72

FIGURA 2 — Efeito de dois isolados de Trichoderma spp. no crescimento do fungo R. solani, em meio de cultura BDA {médias de guatro

repeticoes).

TABELA 1: INIBICAO DO CRESCIMENTO DO FUNGO R. SOLANI POR BACTERIAS PSEUDOMONAS SPP., NOS MEIOS DE CULTURA
KING B (MKB) E BATATA DEXTROSE AGAR (BDA) E DIFERENTES TEMPERATURAS (°C).

22°C 25°¢C 28°C 30°C

Isolados

MKB2 BDA MKB BDA MKB BDA MKB BDA

¥

Bac-2 ++1 ++ ++ ++ ++ ++ + +
Bac-5 + + + + + b + +
Bac-7 + ++ + ++ - ++ + ++
1. médias de quatro repeticdes; — =1a5; +=6 a 10; ++=11 a 20, halo de inibigdo em mm.

4.2 — Tratamento de Sementes de Tomateiro e Semeadura
em Casa-de-Vegetac¢do

O isolado de Trichoderma harzianum selecionado
promoveu aumento significa'tivo ( P = 0.05) na emergén-
cia das plantulas, quando comparados com a testemunha
sem tratamento, e ndo diferiu do tratamento com o fungi-

cida monceren-euparen (Tabela 2). De acordo com a ana-
lise estatfstica, os tratamentos das sementes com Bac-2,
Tch-2, sementes ndo tratadas (em solo ndo infestado),
Fungicida, Tch-2 e Tch-2+Bac-2 (em solo infestado arti-
ficialmente), promoveram aumento da emergéncia das
plantulas de tomateiro em 66.17%, 58,04%, 59.70%,
58.57%, 44.49% e 41.85%, respectivamente, diferindo
do tratamento com Bac-2 em solo infestado {Tabela 2).
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As andlises estatfsticas reveleram diferengas signifi-
cativas (Tukey P = 0.05) entre os tratamentos, para tom-
bamento de plantulas, aos quinze dias apds a semeadura,
em solo infestado. Os tratamentos com Bac-2, Tch-2 e
sementes nao tratadas, semeadas em solo ndo infestado
ndo diferiram estatisticamente, porém, os dois primeiros
forneceram protecdo total as plantulas, njo sendo consta-
tado qualquer sintoma da doenca. Os testes feitos com o
solo infestado artificialmente com R. solani diferiram esta-
tisticamente (P = 0.05). Os melhores resultados, foram
obtidos no tratamento com fungicida, seguidos dos tra-
tamentos Bac-2, Bac-2+Tch-2 e Tch-2, que promoveram
reducdo da incidéncia do patogeno em 53.86%, 43.41% e
12.15%, respectivamente, enguanto o fungicida foi capaz
de reduzir 8B5.57%. (Tabela 2).

cativo em compara¢do ao tratamento com fungicida (Tabe-
la 3). O tratamento das sementes com Bac-2+Tch-2, ndo di-
feriu estatisticamente do tratamento com fungicida (mon-
ceren-euparen) quanto ao aumento de peso das partes das
plantas, com exce¢do do peso da matéria seca do sistema
radicular (Tabela 3).

DISCUSSAOD

Como o isolado de R. solani obtido de sementes de
feijoeiro produzidas na regido do Cerrado brasileiro se
mostrou patogénico ao tomateiro na fase de plantula, é
importante ressaltar que a cultura do tomateiro apéds a
do feijoeiro deve ser implantada sempre levando-se em

TABELA 2: EFEITO DO TRATAMENTO DE SEMENTES DE TOMATEIRO CV. AGROCICA 33, COM ESPOROS DE T, HARZIANUM
E BACTERIAS P. FLUORESCENS NA EMERGENCIA E TOMBAMENTO, QUANDO SEMEADAS EM SOLO INFESTADO COM R. SOLA-

NI, EM CASA-DE-VEGETACAO.

Emernéncia1 Tombamento?

Tratamentos médias —_ aumento maédias — redugdo

(% ) (%) (%) (% )
solo ndo infestado

3

Bac-2 97.112 66.17 0.02 100.00
Sementes ndo tratadas 93.333b 59.70 3.872 94.61
Tch-2 92.36°P 58.04 0.02 100.00
solo infestado com R. solani 72 horas antes
Fungicida 92.673b 58.67 10.372 85.57
Tch-2 84.44Pc 44.49 63.15¢ 12.15
Bac-2 + Tch-2 82.90bc 41.85 40.68° 43.41
Bac-2 80.00° 36.89 33.17P 53.86
Sementes nao tratadas 58.449 71.89°¢ —_
D.M.S.5% = 10.97001 11.98148 =
C.V. 7.842% 21.168% —

1. médias de cinco repeti¢des aos 10 dias apos a semeadura, 2. média de cinco repetigdes aos 15 dias apds a semeadura, 3. médias seguidas por
letras distintas dentro das colunas, diferem entre si ao nivel de significincia de 5%, pelo teste Tukey.

4.3 - Tratamento de Sementes com Microrganismos e De-
senvolvimento das Plantas em Casa-de-Vegetagdo

O tratamento das sementes com suspensido de esporos
do fungo Trichoderma harzianum efou bactérias Pseudomo-
nas fluorescens, promoveu aumento significativo sobre o
desenvolvimento das plantas de tomateiro (Tabela 3). Em
solo ndo infestado com o patdgeno, o isolado de T. harzia-
num Tch-2 promoveu o maior aumento do peso Gmido da
parte aérea e sistema radicular bem como do peso da ma-
téria seca da parte aérea. O isolado P. fluorescens Bac-2
também se mostrou efetivo (Tabela 3). Em solo infestado
com o patégeno (RS-25), o isolado P. fluorescens Bac-2
promoveu maior aumento do peso Umido do sistema
radicular (Tabela 3). O tratamento com suspensdo de
esporos T. harzianum Tch-2 apresentou aumento signifi-

conta a utilizacdo de medidas preventivas, sendo uma des-
tas o tratamento de sementes.

De acordo com os resultados obtidos no presente
estudo, o tombamento de plidntulas de tomateiro por R.
solani RS-25 (Tabela 3), poderd ser controlado através
da microbiolizacdo das sementes, por eficientes e selecio-
nadas bactérias Pseudomonas fluorescens e fungo Tricho-
derma harzianum ou pela interagdo de ambos.

O tratamento das sementes com suspensdo de célu-
las (fingicas e bacterianas) foi o melhor para emergéncia
das pléntulas de tomateiro, individualmente, ou na com-
binacdo fungo e a bactéria. Quando as sementes foram tra-
tadas com confdios de T. harzignum, verificou-se um
aumento do peso Gmido e seco da parte aérea, guando
comparado aos demais tratamentos. Com excegdo a teste-
munha, o tratamento com Bac-2 propiciaram aumento
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TABELA 3: PESO DA MATERIA SECA E UMIDA DA PARTE AEREA E DO SISTEMA RADICULAR DE PLANTAS DE TOMATEIRO CV.
AGROCICA 33, OBTIDAS A PARTIR DE SEMENTES TRATADAS COM ESPOROS DE T. HARZIANUM E P. FLUORESCENS E SEMEA-
DAS EM SOLO INFESTADO E NAO COM R. SOLANI EM CASA-DE-VEGETACAO, AOS 30 DIAS DE IDADE.

peso Gmido Peso $8co
Tratamentos abrea ralzes aéres raizes
(g) (g) {(g) (g)
Solo ndo infestado
1
Tch-2 7.8992 1.59830 0.40620 0.084P¢
Bac-2 6.132abc 1.34030 0.348Pbc 0.1118bc
Sementes nio tratadas 4.387¢d 1.113P 0.209d 0.055¢
Solo infestado com R. solani 72 horas antes
Tch-2 6.1243bc 1.4843P 0.3g93bc 0.1482bc
Bac-2 5.793bcd 1.9423b 0.336P¢ 0.17739b
Bac-2 +Tch-2 4.240cd 1.088P 0.291¢d 0.1673b
Fungicida 3.8709 0.983P 0.195¢d 0.052¢
Testemunha 7.8662 2.308% 0.4728 0.1862
D.M.S. 5% = 1.9944 1.0019 0.1104 0.0999
C.V. 16.288% 31.855% 15.613% 35.643%

1. médias seguidas por letras distintas dentro das colunas, diferem entre si ao nfvel de significincia de 5%, pelo teste de Turkey.

do peso da matéria seca, mesmo em solo infestado com o
pat6égeno. Além da protegdo conferida a planta pelos mi-
crorganismos, alguns autores sugerem que determinados
géneros e espécies de microrganismos podem induzir
aumento no crescimento de plantas, principalmente as bac-
térias Pseudomonas spp. do grupo fluorescente (BURR &
CAESAR, 1985; MEW & ROSALES, 1986; WELLER &
COOK, 1983) e fungos do género Trichoderma spp.
(WINDHAM et al 1986). Eles atuam através de fatores que
regulam a germinacdo das sementes e o crescimento total
(MELO, 1991) ou sobre rafzes ef/ou parte aérea (BURR &
CAESAR, 1985).

Os tratamentos com combinagdes dos dois antago-
nicos ndo se mostraram t3o eficazes na emergéncia quando
comparados aos demais tratamentos bioldgicos. Essa situa-
¢do pode ser explicada pelo fato do isolado P. fluorescens
possuir acdo inibitéria no crescimento do fungo T. har-
Zianum, vem ambos os meios de cultura empregados. BIN
et al. (1991), também constataram que um isolado de
P. fluorescens inibiu o crescimento do fungo T. harzianum
in vitro e, WELLER (1988) relata a inibigdo em meio

BDA, rico em ferro. Verificaram ainda aqueles autores, a
existéncia da produg¢do de um pigmento com capacidade
antibidtica (phenazine-1-carboxylic acid (PCA), também
demonstrada por THOMASHOW et al. {(1980), em raizes
de trigo colonizadas por bactérias Pseudomonas sp., em
solo natural. Em meio King B esses mesmos autores verifi-
caram a formagido de pequeno halo de inibigdo. A antibio-
se tem sido demonstrada por constituir-se em importan-
te mecanismo de antagonismo de bactéria Pseudomonas
sp. (TOMASHOW et al. 1980), enquanto que o fungo
Trichoderma pode controlar o fitopatbgeno através de para-
sitismo (ELAD et al. 1983) e produgio de metabdlitos
(CLAYDON et al. 1987; LIFSHITZ et al. 1986). A com-
binacdo de tratamentos com micraorganismas benéficos,
aplicados as sementes, em determinadas situa¢gbes pode
anular o efeito individual, segundo KWOR et al. (1987).

Ficou demonstradc que o emprego de mais de um
microrganismo no controle.de R. solani é possivel, entre-
tanto sdo necessdrios mais estudos sobre a interacfo entre
as duas espécies antagbnicas e, maior conhecimento das
substdncias por elas excretadas.
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ABSTRACT: The biological control of Rhizoctonia solani by the use of Trichoderma harzianum and Pseudomonas fluores-
cens was studied in laboratory and greenhouse conditions. Tomato seeds (Lycopersicon esculentumn L., cv. AGROCICA 33),
were inoculated by dipping them in an inoculum suspension of isolates of Pseudomonas spp. (1 x 10% ufc/ml) and Tricho-
derma spp. (2 x 1 06 spores/ml). These seeds were sown unsterilized soil previously (72 h) inoculated with an isolate of R.
solani RS5-25. The pathogen inoculum, R. solani RS-25 growth obtained in sunflower seeds was utilized. During 30 days
from sowing, seedling emergence and development, dumping-off incidence and R. sofani pathogenicity degree were evaluated.
At 10 days, the emergence rate in the control treatment was of 58,44%, while the treatment with the antagonisric
organisms increased seedling emergence, as well as decreased to the damping-off incidence in 12.15% to 68,81% as compared

to the inoculated check.

KEY-WORDS: Trichoderma spp., Pseudomonas spp., Rhizoctonia solani, Lycopersicon esculentum, seeds tratment and

biological control,
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