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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar otefde trés ecossistemas sobre, a
ocorréncia de fungos rizosféricos, endofiticos dfitmms. As areas de estudo estdo
localizadas em uma propriedade rural, situada ed@adei de Venancio Aires, RS. Os fungos
endofiticos e epifiticos foram isolados de amosttasraizes de guajuviraPgtagonula
americana L.), coletadas na mata (area 1), de uva-do-jap@getiia dulcis Thunb.), na area
intermediaria (area 2) e de fumo ou de milho, vadsa (area 3) e, os fungos rizosféricos
isolados de solo coletado junto as raizes dos amsgeitados. As amostras foram coletadas
nos meses de janeiro, maio, setembro e novembr@00é4 e 2005. Os fungos foram
identificados segundo caracteristicas morfologicam auxilio de chaves de identificacdo. As
areas 2 e 3 foram mais similares com relacao atgofurizosféricos e epifiticos, enquanto,
gue, as areas 1 e 2 foram mais similares com lagé fungos endofiticos. A diversidade
dos fungos isolados das trés areas ndo diferioregnldos dois anos de coleta. A presenca de
Fusarium spp., em vegetais sem sintomas de doenca inde&aagunesmas podem ser racas
avirulentas ou patdégenos latentes em equilibrio cdraspedeiro e 0 ambiente. A presenca de
fungos antagonistas, principalmenfeichoderma spp. também, sdo responsaveis por esse
equilibrio, o qual ocorre nas trés areas.

Palavra-Chaves: fungos endofiticos, fungos epifitiecologia microbiana.
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ABSTRACT

The present paper aimed at assessing the efféitteaf ecosystems, on the occurrence
of rhizospheric, endophytic and epiphytic fungi.eTstudy areas are located in a farm in
Venancio Aires, Rio Grande do Sul. Samples werkecid in the months of January, May,
September and November 2004 and 2005. The endomdi epiphytic fungi were isolated
from samples of guajayvi root®dtagonula americana L.), picked in the forest (area 1), of
Japanese raisin treddvenia dulcis Thunb.), in the intermediate area (area 2), ahddco or
corn, in the cultivated area (area 3) and rhizosphengi isolated from soil. The fungi were
identified according to morphological characteastiwith the help of identification keys.
Areas 2 and 3 were more alike concerning rhizosplaad epiphytic fungi; Areas 1 and 2, in
turn, were more alike concerning endophytic fufidgie diversity of the isolated fungi from
these three areas did not change during the twis ydacollection. The abundance of fungi
with phytopathogenic potential such as th#sarium spp. andMacrophomina phaseolina,
mostly as endophytic in area 3 shows the influesicéhe host on them. The presence of
antagonistic fungi, principallyrichoderma spp. also, are responsable for this equilibrium,
which occured in the three areas.

Keywords: endophytic fungi, epiphytic fungi and moicial ecology
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1.INTRODUCAO

A producdo agricola convencional tem contribuido emoito com o
desequilibrio dos ecossistemas agricolas e natwaiatenso desmatamento para a
implantacdo de lavouras, os fertilizantes sintéticos pesticidas utilizados vém
causando problemas a fauna, a flora, as fontesaiatle agua e basicamente ao solo.

O solo, por sua vez € o habitat de grande divatsidde microrganismos,
responsaveis por inimeras funcdes, que vao deddeomposicdo da matéria organica,
liberando nutrientes, a mineralizacdo, a solulgmae disponibilizacdo de macro e
micronutrientes aos vegetais. Muitos microrganisrhaBitantes do solo sao de vida
livre e podem interagir na superficie de vegeimcipalmente das raizes. Interacbes
como o comensalismo, com eles utilizando exsudédesados pelas plantas. Podem
ainda, ser simbiontes facultativos ou obrigatéridsinteracdo de simbiose pode ser
mutualistica, onde ambos associados se benefidiapamsitaria, onde o parasita vive
as custas do hospedeiro. Existem varias pesquibas mteracdes entre microrganismos
e plantas, como as bactérias fixadoras de nitrogéras leguminosas, as micorrizas, a
interacdo entre patdgenos e plantas, entre miarismgas endofiticos e plantas, muito
ainda ha por fazer.

Estudos sobre ecossistemas naturais podem auritiaentendimento dos
ecossistemas agricolas e a interacbes que ocoosrmesmos. A comparacao entre a
diversidade de microrganismos entre esses ecosasigode fornecer uma indicacao da
quantidade e qualidade de nutrientes disponiveisalgéracdes nos fatores bioticos e
abidticos que possam levar a um desequilibrio &oerdo a instalacdo de doencas.

Os fungos com potencial fitopatogénico e os antaggs sdo encontrados
praticamente em todos os solos naturais e agric&8stsidos sobre a ocorréncia e

distribuicdo desses microrganismos no solo e aaicd® dos mesmos com as plantas e o



ambiente vao auxiliar no monitoramento das condi@mlbgicas do sistema que esta
sendo avaliado.

Segundo Bergamin Filho (1995), fitopatossistemané subsistema de um
ecossistema caracterizado pelo parasitismo, ondespedeiro é uma planta. Os
fitopatossistemas dividem-se em: selvagem (patesss vegetal selvagem), ou seja,
sem a acdo do homem e fitopatossistema agricdlasgstema vegetal agricola), com a
interferéncia do homem. Para o autor, o fitopastasia selvagem é estavel e autbnomo,
jd o fitopatossistema agricola € um sistema quasepr® estavel, porém nunca
autdbnomo. Os atributos do hospedeiro, do patogelmaembiente sdo responsaveis pelo
equilibrio dindmico dos referidos sistemas.

Embora existam varios estudos sobre fitopatossasteagricolas, 0s mesmos
estéo direcionados basicamente a determinadasagyltusando o controle imediato dos
fitopatdbgenos. Poucas sdo as pesquisas que buscditay se realmente determinados
patégenos podem agir com maior ou menor intensidadaliferentes ecossistemas e se
a diversidade dos mesmos pode realmente ser atenad funcdo de modificacbes
introduzidas no ambiente.

O presente trabalho teve por finalidade verificardsferentes ecossistemas
podem interferir sobre a diversidade de fungossféricos, endofiticos e epifiticos e se
esta interferéncia pode modificar a atuacao derd@tados fungos sobre os vegetais
das areas estudadas, isto é, verificar se ocofszed¢as significativas entre os
ecossistemas selvagens e 0s ecossistemas agrésilatados. Para tanto, foram
formuladas as seguintes hipoteses:

a) Areas de agricultura intensiva favorecem a @écwmin de fungos
fitopatogénicos.

b) A frequéncia dos fungos rizosféricos, endofgi@ epifiticos difere com
relacdo as areas analisadas dentro de uma mesatiddde.

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliarefeito de diferentes
ecossistemas (area de producdo agricola, areafldéntia humana moderada ou
reduzida e area natural) sobre a ocorréncia deofurrigosféricos, endofiticos e
epifiticos. E os objetivos especificos foram:



Estudar os fungos de solo rizosférico e de fragosede raizes das areas de
estudo.

Verificar se as caracteristicas fisico-quimicas sido das diferentes areas
interferem na diversidade dos fungos encontradesnesmas.

Comparar os resultados obtidos nas diferentes éoeas finalidade de aceitar

ou rejeitar as hipoteses, acima formuladas.



CAPITULO |

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Segundo Bedendo (1995), doencas vegetais caractese pela interacao
entre o hospedeiro (planta suscetivel), o patbgeacambiente. Fatores ambientais
como clima (umidade, temperatura, luz e vento)p Solutrientes, pH) podem
predispor plantas a acdo de patdgenos. Tanto osboncaco 0s micronutrientes
podem influenciar na interagdo. Excesso de nitnogpode favorecer o patdégeno
devido ao aumento da suculéncia em tecidos e gyatoo periodo vegetativo. A
deficiéncia do nitrogénio faz com que a planta @& menos vigorosa e mais
suscetivel a doencas. A forma de utilizacdo d@génio (amdnio ou nitrato) pode
favorecer certos patdégenos e ainda pode interagir @ pH do solo, fazendo com
que certas doencas em solo com nitrogénio amonga@dd acido tornem-se mais
severas, enquanto que outras doencas sdo maiedaas em solo com nitrogénio
sob a forma de nitrato e pH neutro a alcalino. €@ pode aumentar ou diminuir a
severidade da doenca, conforme a planta e o patdgerolvidos, ja 0 excesso de
potéssio desfavorece a doenca. O pH acido favasedeencas causadas por fungos,

ja o pH neutro ou levemente alcalino, favorececesndas bacterianas.

2.1. Solo

Conforme Giller et al (1997), o solo é o habita glantas e de uma grande
variedade de bactérias, fungos, protozoarios e asinmvertebrados, os quais
contribuem para a manutencao da produtividade gr@eeossistemas. A agricultura
intensiva vem reduzindo drasticamente a biodivadedo solo.

Segundo Kennedy & Gewin (1997), o papel dos mi@oigmos nas
comunidades do solo € extremamente diverso. Fungde® decomposicao de

matéria organica, ciclagem dos nutrientes, inteaag@omo micorrizas e rizobio-



leguminosas, sdo mais pesquisadas do que a irmdemagfie microrganismos
patogénicos e plantas.

Conforme Abawi & Widmer (2000), as caracteristickss um solo pobre
como a alta compactacgdo, a drenagem inadequad@&mtbor de matéria organica e
a baixa fertilidade aumentam a populacdo de fungasadores de doencas em raizes
como Fusarium, Pythium e Rhizoctonia. Os autores citam ainda a necessidade de um
manejo adequado, utilizando praticas culturais ma#éhorem as condicdes fisicas e
aumentem a diversidade da biota do solo como aligenpara reducéo da incidéncia
de fitopatdgenos.

Para Pankhurst et al. (1996), embora a produtieidia sistemas agricolas
dependa da atividade dos microrganismos do sddmdiversidade das comunidades
microbianas do solo e seu efeito sobre a establdidde sistemas agricolas sdo
praticamente desconhecidos. Segundo os autoreglifiesldades referem-se a
definicAo de grupos taxonémicos adequados e tanderido a dificuldade de
cultivo de muitos microrganismos, pesquisas sobrgcessao ecoldgica,
decomposicdo de matéria organica, associadas redaabioticos do solo e efeitos
regionais, incluindo as praticas de manejo agrjatgaem ser consideradas quando
se estuda a diversidade de comunidades microbianas.

Segundo Bridge e Spooner (2001) a grande maiogafwlogos, mais de
80000, espécies vivem no solo. Sdo encontradosduuativamente na degradacao
de material vegetal morto, ou sob a forma inatbeamo propagulos, ou em estagios
latentes presentes no solo. O conhecimento dasithaele no solo est4 baseado em
observacéo dos corpos de frutificagéo presentesmmente ou de culturas obtidas a
partir de isolamento do solo. Existem limitacbesapaetectar a verdadeira
diversidade do ambiente escolhido, pois algungesrisomente na forma micelial
no solo ndo sendo identificados, por falta dos@®re frutificagcdo. Apenas 17% das
espécies sdo cultivhveis em meios comuns. Portamtonétodo classico de
observacéo direta em microscopia e cultivo em glgadem levar a redugéo na
medida da verdadeira diversidade no ambiente.

Vijaykumar & Narasimhain (1995) avaliaram o efedtw sazonalidade sobre
a populacdo de bactérias e fungos de solo comareks condicdes fisico-quimicas,
num periodo de 12 meses. A populacdo de fungasdar no més de fevereiro e a
de bactérias foi maior no més de outubro. Encantracorrelagdo positiva entre a
populacdo de fungos e a umidade do solo, a qudetida carbono orgéanico e de



fosforo disponivel. Ao todo 45 espécies de fungomrh isoladas. Os mais
representativos foramlternaria sp.,Aspergillus sp.,Chaetomium sp.,Mycothecium
sp.,Penicillium sp. ePhoma sp.

Raymundo Jr. & Tauk-Tornisielo (1997) isolaram faadilamentosos e
actinomicetos em solo de cerrado. Os autores cardm a relacdo entre
profundidade, umidade, matéria organica, pH do sofatores climaticos sobre a
guantidade dos microrganismos. Os fungos filamestdsram mais abundantes na
profundidade de 0-5 cm, ja os actinomicetos ente59 cm de profundidade. Para
0s autores, a concentracdo de microrganismos @btidara as diferentes
profundidades mostrou a importancia da camada swperficial (5 cm) para os
fungos filamentosos, na qual existe um alto teandtria organica.

Adler & Lew (1995) verificaram a distribuicdo depésies dd-usarium ao
longo de um gradiente de altitude em solos naevedibs, os quais se estendiam de
uma zona desértica subtropical préxima do nivehdw, passando por uma zona
temperada até uma zona desértica subalpina em twn®.300 m em Tenefife,
comparando-os com solos cultivados de Lanzarotalrae? e dois outros das Ilhas
Canarias. Dos 5.493 isolados Hesarium, foram identificadas 17 espécies e uma
populacdo ndo descrita. As espécies mais représastdoramF. oxysporum, F.
equiseti, F. solani, F. brachygibbosum e F. flocciferum. Os fungod=. oxysporum e F.
solani ocorreram com maior frequencia em solos cultivadimsjue em solos néo
perturbados, o inverso ocorreu céirbrachygibbosum. A espécidg-. oxysporum foi
a mais frequente nos solos pesquisados e com mai@bilidade em relagédo a
fatores climaticosk. solani, F. equiseti e F. brachygibbosum foram isolados de solos
de zonas subtropical e temperados. As espétiesjuiseti e F. brachygibbosum
predominaram em locais com menor incidéncia de atiwF. solani foi mais
freqlente em areas Umidas ou irrigadasFJ#docciferum, F. acuminatum e F.
arthrosporioides predominaram em solos mais secos em zonas temagerad

Ulacio et al. (1997) verificaram a microbiota d&zes, rizoplano, rizosfera e
solo em plantas de fumo adultas, provenientes de édreas distintas na Venezuela.
Isolaram alta proporcdo de colonias BEe solani, F. moniliforme, F. roseum,
predominandd-. solani, principalmente, do rizoplano de ambas as areanbém
varias espécies daspergillus presente na rizosfera e rizoplano de ambas as Area
niger, A. ustus, A. terreus, A. flavus. Os fungosXlerotium rolfsii e F. oxysporum
foram isolados das raizes enfermas provenientesnt®e das areas. Segundo 0s



autoresAspergillus spp. eFusarium spp. tém alta capacidade de colonizacdo da
rizosfera e que as estruturas de reproducéo dasasesio abundantes no solo.

Conforme Kornillowicz-kowalska et al. (2000), o pesso de colonizagéo
dos residuos de tabaco por fungos de solo envoleessdo de diferentes grupos
fisiologicos, porém pouca diversidade, predominanidomas potencialmente
fitopatogénicas. Os autores testaram a introdugdamdterial com residuos de
horticultura em solo e de material com residuogateco. No solo onde foram
adicionados os residuos de horticultura houve nthi@rsidade de fungos e no solo
com introducdo de residuos da cultura de tabace,pmianeiras cinco semanas
predominaram fungos degradadores de acuUcares siraptaoMucor. ApOs este
periodo houve um aumento de fungos do géResarium. Os residuos de tabaco
foram colonizados poMucor ramonissimus, Fusarium solani, F. oxysporum, F.
redolens e Geotrichum candidum, os quais exceto ®. ramonissimus, ndo foram
comuns nos restos de horticultura.

Purohit et al. (2002) relataram que os diferentegoa@s funcionais que
compdem as comunidades microbianas do solo sdongéyeis pela produtividade e
a saude dos sistemas agricolas. Os autores awaliareante dois anos o efeito de
duas areas em zona éarida da india sobre a populdcdpca do solo. Eles
constataram que a biomassa fungica foi signifiaatiente maior em areas com
arvores ddProsopia cineraria do que em areas descobertas.

Para Brodie et al. (2003), o manejo de solos &cicdsvados com
pastagens tem aumentado. Praticas que levam auilpdinda diversidade floristica
com uma troca de espécies ricas de pastagens atumais para espécies pobres de
comunidades dominadas principalmente por plantesnpse como azevénhdlium
perenne) e trevo branco Ttifolium repens). Essas praticas também afetam as
comunidades microbianas, com a aplicacdo de famites ou calagem ocorre um
aumento no numero de bactérias e diminuicdo dadseanfungica e ainda, trocas
nas propriedades funcionais da microbiota. Em gastade solos &cidos, os fungos
sdo 0Ss maiores componentes da biomassa microbianaolb, contribuindo
significativamente com nutrientes e rotacdo orgéniincluindo protedlise,
mobilizagdo e translocacgdo de fosforo. Segundatses, a estrutura de populacdes
de fungos do solo de pastagens acidas e os efltgmrametros ambientais sédo
pouco conhecidos. A baixa diversidade de plant@sassociada a baixa diversidade

de microrganismos.



Segundo Bailey & Lazarovits (2003), modificacOes mpaaticas culturais
com o tempo levam ao declinio na estrutura do sotmm isto um aumento em
doencas de plantas, veiculadas pelo solo. Pragasolas que incorporam residuos
organicos corrigidos ao solo, considerando o tipa qualidade do residuo, tém
impacto direto na saude e produtividade da plaldapraticas de manejo de solo
envolvem o tipo de cultura, a rotagéo, a quantigadejualidade de matéria organica
que retorna ao solo.

Para Schloter et al. (2003), interagbes entre arsivade de produtores
primérios (plantas) e dos decompositores (micrébiascomunidade de mesofauna),
os dois grupos funcionais que formam a base dositesia tem maior
conseqliéncia na funcionalidade do ecossistemaoéayriklicrorganismos do solo
controlam a transformagéo e mineralizagéo dos cetopmaturais e xenobioticos. A
microbiota do solo existe em extrema densidade wersldade, modificando
rapidamente o rendimento energético e ativamentetr@sas nas condicbes
ambientais. Esses consoércios microbianos possushibidade para prover reservas
ambientais por ajustar a taxa de atividade; a bssajee a estrutura da comunidade.
Esses parametros sao particularmente importantasatiacéo da qualidade do solo.
A atividade microbiana é regulada pelas condi¢cOesicionais, temperatura e
disponibilidade de 4gua e outros fatores como curegho de prétons e suprimento
de oxigénio.

Cabello e Arambarri (2002) isolaram microfungos rdasfera de uma
floresta nativa ndo perturbada e de outra flonestturbada. Cinquienta e quatro taxa
foram isolados: 49 do solo de floresta ndo pertlaba 37 do solo de floresta
perturbadaAcremonium sp., Aspergillus ustus, Coemansia pectinata, Doratomyces
stemonitis, Fusarium solani, F. oxysporum, Gliocladium roseum, Humicola fuso-
atra, Metarhizium anisopliae, Mortierella sp.,Penicillium lilacinum, P.frequentans,
Trichoderma harzianum, e T. koningii, mostram alta freqiéncia, em ambas as
florestas, perturbada e nao perturbada. No softodesta ndo perturbada o indice de
biodiversidade foi 3,97 e no solo perturbado f893 0 nimero de colbnias no solo
da area ndo perturbada foi duas vezes maior donquperturbadaBeauveria
bassiana, Volutella ciliata e Wardomyces inflatus foram isolados exclusivamente da
floresta ndo perturbada. Ja na perturbada os fupgespareceram exclusivamente
foram: Arthrobotrys oligospora, Cladosporium cladosporoides, Cunninghamella
elegans, Humicola grisea, e Thielavia terricola.



Para Atlas & Bartha (1997), a rizosfera é a cantedsolo aderida as raizes
dos vegetais. O grande numero de populacdes micrabina rizosfera deve-se as
interacdes que ocorrem entre 0s microrganismos raiass das plantas, devido a
troca de nutrientes entre eles. Embora, muitasimtasacdes que ocorrem entre
plantas e microrganismos da rizosfera sejam fawisé& ambos, € neste local onde
se encontram também a maioria dos patégenos vegetai

A rizosfera pode ser dividida em fases que, emloistintas, sao inter-
relacionadas como: o efeito das raizes liberandopostos organicos, sobre os
microrganismos do solo; o efeito dos microrganisgh@sizosfera na, promogéo de
crescimento das plantas; a influéncia da rizosfebae os patdégenos de solo e, ainda,
a atuacdo de microrganismos da rizosfera, na niim&gao de poluentes, como
herbicidas, protegendo, assim, as plantas culttvattes efeitos prejudiciais dos
pesticidas. A introducdo de microrganismos do sotimo Rhizobium, Frankia,
Azospirillum, fungos micorrizicos, bactérias promotoras doainesnto de plantas,
agentes de biocontrole e o estabelecimento dos osesm rizosfera trazem
beneficios a agricultura, pois a colonizacdo rddice indispensavel para que o
controle bioldgico de pragas e fitopatdgenos do sejam efetivos (Melo, 2000).

Para Bronick & Lal (2005), a rizosfera tem uma gexpopulagéo de macro
e microrganismos que contribui na formacédo do cwborganico do solo e sua
agregacao. Quimicamente as raizes aumentam a egoepar liberarem uma série
de compostos, os quais tém efeito de cimentacapattisulas do solo. A biota e o
teor de produtos orgéanicos contribuem para o ded@amento da estrutura do solo.
A estrutura do solo se refere ao tamanho, formaamnja de sélidos e lacunas, de
poros e a capacidade para reter e transmitir fuidosubstancias organicas e
inorganicas e a habilidade para suportar o crestondas raizes. Raizes e hifas
podem emaranhar as particulas enquanto, reorgamaane liberam compostos
organicos que prendem essas particulas. A estrutica solo pode ser
significativamente modificada através de pratiasnénejo e mudancas ambientais.
Praticas que aumentam a produtividade e diminuemptara do solo, aumentando a

agregacao e desenvolvimento estrutural.

2.1.1. InteragOes na rizosfera
Gonzalez Salgado et al. (1999), avaliaram a popalage bactérias,

actinomicetes e fungos na rizosfera de cultivogodeateiro e de batata tratados e
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nao tratados conirichoderma harzianum. N&o houve diferenga significativa em
relagcdo a quantidade total de bactérias e fungosféricos nos cultivos tratados e
nao tratados. Verificaram que houve um aumentoifsigtivo de Azotobacter, e
diminuicdo de actinomicetes nos cultivos tratadw®s &. harzianum. No cultivo de
tomateT. harzianum proporcionou um aumento da massa fresca, da atdi@mnetro
do caule.

Pandey et al. (2001) verificaram a presenca deokimgmoTrichoderma
pseudokoningii, T. koningii, Penicillium erythromellis, P. janthinellum, P. raistickii,
na rizosfera de arbustos de cha em vérias localdd india. Houve maior variagdo
sazonal paraPenicillium spp. do que pardrichoderma spp. A populacéo de
Trichoderma e Penicillium apresentou correlagdo inversa com as populacies da
duas bactérias dominantes na rizosfaBacillus subtilis e B. mycoides. Essas
bactérias tém apresentado antagonismo aos doisfimgtro o que foi confirmado
in situ no referido trabalho.

As espécies delrichoderma sdo numerosas e dominantes em solos
agricolas; elas persistem e multiplicam-se na pgesde raizes de plantas saudaveis.
Os mecanismos pelos quais isoladosTdehoderma atuam sdo: micoparasitismo
(enrolamento, penetracao e dissolugdo da paredafdasio patdgeno por enzimas),
antibiose (producéo de compostos antimicrobianosippeticdo por nutrientes e
espaco, promocdo do crescimento de plantas (pedéneaia de patdogenos e
solubilizagdo de fosfato e micronutrientes, os gjuigam disponiveis para as
plantas), tolerancia ao estresse (devido ao auntentaizes e desenvolvimento de
plantas); inducéo de resisténcia (espessamentarddgs celulares por lignificacéo,
formacéo de calose, producéo de proteinas relatasna patogénese e fitoalexinas)
e inativagdo das enzimas dos patégenos (Harmar®,; 208ipps, 2001; Howell,
2003).

Para Yedidia et al. (2000, harzianum tem sido citado como sapréfita
comum da rizosfera e tem provado ser efetivo, cagente de controle biolégico,
contra uma variedade de patdgenos habitantes desiéd partes aéreas de plantas.
Varias evidéncias vém mostrando que a colonizagdmites por microrganismos
ndo patogénicos, como as bactérias promotorasedeicrento de plantas e muitos
fungos, desencadeiam respostas de defesa nasspl&sgundo Kubicek et al.
(2003), Trichoderma spp. sdo fungos de rapido crescimento, com capdeide

utilizacdo de diversos substratos e resisténcia paodutos quimicos nocivos.
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Ocorrem em varios solos como agricola, campinaedta, pantano salgado e solos
desérticos em todas as zonas climaticas. Sado desitomes de madeira, de
materiais herbaceos e necrotroficos de decompesitorimarios. Algumas das 35
espécies sdo produtoras de enzimas e antibiétieositilizadas como agentes de
controle biolégico. Segundo os autores, ainda easabe se essas propriedades séo
tipicas de somente poucas espécies, ou de muitasodas as espécies de
Trichoder ma.

Thangavelu et al. (2004) isolarafrichoderma spp. da rizosfera de
bananeira de diferentes areas na india. O poteaciafonista d&richoderma spp.
foi testadoin vitro, contraFusarium oxysporum, causador de murcha em bananeira.
O isolado Th-10 dd. harzianum foi o mais eficiente na inibicdo do crescimento
micelial deF. oxysporum. O isolado deT. harzianum produziu alta densidade de
propagulos em folhas secas de bananeira; esta lag@o) adicionada ao solo,
controlou efetivamente a murcha &esarium com eficiéncia comparavel a do
fungicida carbendazim.

Celar (2003) averiguou o papel da competicdo poogénio nas interacbes
entre fungos antagonistas e fitopatogénicos. Ciogos fitopatogénicos foram
utilizados no experimento, tré&Susarium spp. €. solani, F. sambucinum e F.
moniliforme), Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum. Quatro competiram com
Trichoderma spp. {. longibrachiatum, T. harzanum, T. viride e T. koningii).
Comparado com o fungo fitopatogénico em muitos £asfungo antagonista usou
nitrogénio como amodnia em altas taxas nos primeieds dias de cultivo. Apos os
primeiros dias de cultivo 0 antagonista trocourgdale nitrogénio para nitrato. Em
contraste as espécies dBusarium usaram uma quantidade de nitrato
significativamente maior do que o antagoniBaolani, e S. sclerotiorum utilizaram
primeiro amoénia e quando este ficou limitado trapampara nitratoFusarium spp.
utilizaram duas fontes de nitrogénio ao mesmo ten§® o0 nitrogénio fosse
considerado como somente uma varia¥elkarium spp. teriam relativa vantagem
sobre o antagonista por ser habil em utilizar amassformas do nitrogénio
simultaneamente.

Segundo Harman et al. (2004),choderma é um fungo de vida livre que
interage em ambientes como solo, raizes e folhagtaMespécies competem com
outros microrganismos por exsudados de sementgsais estimulam a germinacao

de propagulos de fungos fitopatogénicos no solatepo também competir com
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outros microrganismos de solo por nutrientes ou ggmaco. Para os autores, 0s
fungos considerados competentes na rizosfera siesggue possuem a habilidade
de colonizar e crescer em associagdo com raizgdadeas, caracteristica essa ja
avaliada em algumas espéciesTdehoder ma.

Para Howell (2003), os mecanismos antagonistakridhoderma spp. sao
fortemente influenciados pelo tipo de solo, temppesae umidade bem como pela
microbiota associada.

Para Bae & Knudsen (2005), o crescimento micelia eficiéncia de
Trichoderma harzianum como agente de controle bioldgico podem dependsr d
interagbes com a biota do solo. Nesse sentido Rokeéral. (2005) verificaram a
acao de dois isolados deichoderma virens e uma colecdo de isolados de bactérias
para controle dos fungoBhizoctonia solani, Pythium ultimum e do nematdide
Meloidogyne incognita em pepino. Os isolados devirens foram efetivos contr&.
solani em casa de vegetacdo. As bactéBaskholderia ambifaria, B. cepacia e
Serratia marcescens também foram muito efetivas contra os patégenstades. Os
isolados deT. virens e de S. marcescens foram mais efetivos na supressdo do
tombamento de pepino causado porultimum em experimentos em camara de
cultivo. Os tratamentos, utilizando os microrgarmsmindividualmente ou, em
combinacdo néo foram efetivos conlfaincognita. A aplicagdo de um formulado
com o isolado GL21 d@&. virens combinado conB. cepacia ou B. ambifaria em
sementes de pepino aumentou a supress& g#ani em relacdo aos tratamentos
individuais. O efeito do tratamento com o isolad®GdeT. virens combinado com
B. cepacia, B. ambifaria e S. marcescens em estandes de plantas foi similar, ou
melhor, do que o tratamento individual p&asolani. B. ambifaria combinada com
o isolado GL21 em sementes resultou numa signifeaupressao do tombamento
causado poP. ultimum em dois dos trés tratamentos utilizando esta ccaghm A
populacdo dos isolados de virens quando combinados coiB. cepacia ou S.
marcescens foi reduzida substancialmente ap6s 10 a 12 diasnféstacdo na
rizosfera de pepino. Populagbes do isoladd.deride G21 foram reduzidas com a
combinagaadB. ambifaria. Os resultados, bem como o sistema de ensaiaadtil

variaram com as combinagdes entre 0s microrganismos
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2.2. Interagao fungo/planta

As associagfes mutualisticas, entre fungos e agasi fototréficos, séo
numerosas; muitas destas associagcdes sao comunes,0osoliquens e as micorrizas,
porém outras, como 0s endofiticos de plantas esakfio menos conhecidas. As
interacdes mutualisticas sdo responsaveis porsvad@ptacfes dos organismos
fototroficos para a vida na terra (Selosse & Tad®93).

Os fungos podem habitar a superficie das planta® @pifiticos e também
o interior das mesmas como endofiticos. Segundeekie (1998); Azevedo (1999);
Peixoto-Neto et al. (2002) e Maccheroni Jr. et (2004), a distingdo entre
endofiticos, epifiticos e patdégenos tem significalloamente didatico. E dificil
estabelecer os limites para discriminar cada categnao existe um claro limite
entre grupos e sim um gradiente entre eles. Azewtdal. (2000) ampliaram a
definicAo de microrganismos endofiticos, para mganismos que habitam o
interior de tecidos vegetais sem causar danos sjeedeiro e sem formar estruturas
externas visiveis.

Fungos e bactérias endofiticos vivem em mutualisso;m as plantas
hospedeiras, recebendo nutrientes e produzindo @stogpquimicos, como enzimas,
fitohorménios, alcaldides e antibibticos, entrerosit que protegem e auxiliam a
planta em certas condicdes de estresse causaddaltpode &gua, presenca de
substancias téxicas, ataque de patégenos ou desfsmga; podem ainda produzir
compostos de importancia biotecnolégica, como eagzine farmacos. Todo
microrganismo que habita, por algum tempo, o iotede um vegetal, pode ser
considerado endofitico. Os fungos endofiticos pogenetrar na planta, através de
estbmatos, ferimentos e producdo de enzimas hideslique facilitam a colonizacao
Maccheroni Jr. et al. (2004).

Os microrganismos endofiticos podem se tornar pgaiogs aos
hospedeiros, em condi¢cdes de desequilibrio. Digefsmgos endofiticos estéo,
taxonomicamente, relacionados a fitopatbgenos desmwms hospedeiros. Um
exemplo é o fungo endofiticGuignardia mangiferae (Sin. G. endophyllicola), o
qual é relacionado, filogeneticamentes.aitricarpa, causador da mancha preta dos
citros. Por outro lado a mutacdo de um gene tramsfo uma linhagem patogénica
de Colletotrichum magna em uma linhagem endofitica. Dependendo da raca
fisiologica, Fusarium oxysporum pode ser isolado, como endofitico ou como
patégeno, causador de murcha em tomate. A linhayémlenta pode ser utilizada



14

para controlar a murcha, causada pela linhagententa doF. oxysporum (Peixoto-
Neto et al., 2002). Nesse sentido, Silva & Beit&l05) avaliaram nove isolados de
Fusarium oxysporum ndo patogénicos ao tomateiro, para controle dachmur
vascular causada pdf. oxysporum f. sp. lycopersici, raca 2 em plantulas de
tomateiro. Os isolados ndo patogénico$ dexysporum foram eficientes no controle
da doenca causada pela ragca patogénick. aeysporum e em manter normal o
crescimento das plantulas de tomateiro.

As espécies dEusarium causam doencas em grande quantidade de plantas.
O fungo pode ser habitante do solo, do ar, ou d&lues de plantas e pode ser
recuperado de qualquer parte da planta. A mai@saisblados d€&. oxysporum que
causam murcha vascular sdo linhagens especificasirfactam somente um
pequeno numero de hospedeiros e tém sido difedaxigelo termo sub-especifico
de forma especial (f. sp.), por exemplaxysporum f. sp.cubense é a linhagem que
causa murcha em bananeifa.pxysporum f.sp.nicotinianae € o causador da murcha
em fumo (Summerell et al. 2003). Porém, segunddhirak et al.(2000), a cultura
de batata doce também é suscetivel a esta fornezialsportanto, ndo deve ser
utilizada para rotagao de cultura com o fumo.

Segundo Skovgaard et al. (2002), quarenta e natadens do complexo
Fusarium oxysporum foram isoladas de duas areas vizinhas, de culkivervilha.
Trinta e nove das linhagens foram isoladas do edl® de plantas de ervilha com
sintomas de podridao de raizes. Vinte e oito fotestadas para patogenicidade em
ervilha. Baseados no percentual de descolorac@aides e da base dos caules, os
isolados foram divididos em trés grupos: sete ty@ing virulentas, 14 levemente
virulentas, e sete ndo patogénicas para ervilha. ®aliar o parentesco genético das
49 linhagens foi feito o sequenciamneto de genedDMNA (parte do fator de
elongacéo, nitrato redutase, beta tubulina) e apedpenas subunidades de DNAr
mitocondrial. A analise dos dados combinados priodum grupo com trés clados
fortemente associados o que pode representar espédipticas. Nao houve
correlacdo entre a estrutura filogenética e a patoglade para ervilha segundo a
origem geografica, e o substrato (solo ou plant&® duais as linhagens de
oxysporum foram isoladas. Para os autores essa falta delapdip sugere que as
linhagens do complexB. oxysporum causadoras de apodrecimento de raizes tenham
evoluido recentemente de um ancestral ndo patagéoic que alguns desses

isolados tenham perdido sua habilidade para caupadriddo de raizes. Os fungos
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dos trés clados foram habeis em infectar as plamntager como endofiticos ou como
parasitas em seus hospedeiros.

O fungoBotryosphaeria dothidea € responsavel pela seca dos ramos e pelo
cancro em varias espéciesEle&alyptus, no sul da Africa; no entanto, esse fungo foi
isolado com alta freqiiéncia, como endofitico ddndel saudaveis dEucalyptus
grandis e E. nitens, em duas regides distintas do sul da Africa (Smeithl., 1996).
Também, Bettucci et al. (2004) isolardndothidea, juntamente congphaeropsis
sapinea, e Colletotrichum gloesporioides, como endofiticos ddeucalyptus spp.,
cultivados no Uruguai.

Para Hadacek & Kraus (2002), os endofiticos utiizearboidratos das
plantas, em baixas concentracdes, e sugerem gaglgsres das plantas podem
constituir sinais que facilitam adaptacdes de seftmgos, como especificos de
certas plantas hospedeiras. Bettucci et al. (20&dfjcaram a composicao de fungos
endofiticos de ramos e folhas dBlepharocalyx salicifolius, Myrceugenia
glaucescens e Acca sellowiana (Myrtaceae-Myrtoideae), com distribuicdo natural,
em uma area central do Uruguiylaria enteroleuca, Pestalotiopsis guepinii e
micélio estéril colonizaram tecidos dos diferentesspedeiros. Os resultados
mostraram diferencas na composi¢cdo dos endofiteose M. glaucescens e os
outros dois hospedeiros, sugerindo preferéncia pespedeiro. Contrariameni
salicifolius e A. sellowiana foram caracterizadas pela similaridade entre a
composicdo de espécies. Os autores ressaltarasessittade de mais pesquisas no
sentido de avaliarem se ha preferéncia de alguthafitinos por certos hospedeiros,
bem como os fatores que determinam esta caraarist

Populac¢des de microrganismos ndo patogénicos saoteadas nas plantas,
como epifiticas e endofiticas, tanto no filoplanomo na rizosfera (Melo, 2000).
Com relacdo aos fungos epifiticos, Maccheroni trale (2004) citaram que 0sS
mesmos habitam a superficie da planta hospedepadem apresentar interacao
mutualistica, impedindo a colonizagdo por microigiaons patogénicos, ou ainda
produzir substancias que evitam a herbivoria psets e mamiferos. Nesse tipo de
interacdo, o fungo também é beneficiado com o@dtos exsudados pela planta;
ja no comensalismo, o fungo epifitico coloniza pesticie da planta, obtendo os
carboidratos sem produzir nada para a planta. FRungodofiticos podem,
inicialmente, habitar a superficie da planta comiiteos e, apds algum tempo,
penetrar através de estdmatos ou ferimentos. @®$upatogénicos também podem
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colonizar a superficie da planta e, posteriormerdesar a doenga. A maioria dos
fungos séo saprofitas, porém alguns séo paraggagjais afetam o desenvolvimento
das plantas hospedeiras e podem causar a mortanésmas. As populacdes
microbianas do solo, do rizoplano e do filoplaneralofiticas interagem com as
plantas. Os sistemas intensivos de producdo agripodlem causar desequilibrio
entre essas diferentes populacdes, favorecend@loeéscimento e desenvolvimento
dos fungos fitopatogénicos. Segundo Hadacek e Kf2082), os endofiticos
constituem porcdo essencial da diversidade fungicancluem fungos mais
especializados do que os da rizosfera e os dodsstlante das raizes. Ja a rizosfera,
comparada aos demais solos, abriga maior diveesidadungos.

Lopez-Llorca et al. (2002) inocularam plantulas adeada com o fungo
nematofagoVerticillium chlamydosporium, e apés duas semanas, o fungo havia
colonizado a rizosfera. As hifas penetraram atrad@sapressérios nas células
epidérmicas das raizes, trés semanas apo0s a ig@culdo interior das células
epidérmicas, formou-se uma rede de hifas e houlmizacdo também de células
corticais. Reacdes, como producdo de goticulasosesdoram comuns, o que pode
indicar inducdo de defesa na planta. Os result@doksém podem ter implicacdo no
modo de acdo do fungo, contra os nematoides pasakessa planta.

Benhamou et al. (1997), verificaram a inducao desténcia em tomateiro a
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici por Pythium oligandrum. Ja Al-
Rawahi (1998) verificou em cultura dual g@Rythium oligandrum impediu o
crescimento e formagéo de micoesclerécio¥a@dcillium dahlie. Segundo o autor,
em experimentos de casa de vegetacdo com pimdtiteada em solo infestado por
V. dahilae houve um aumento significativo no peso de caulésites quando a
planta foi cultivada na presencafeligandrum do que na auséncia.

Para Atkinson & Watson (2000), as interacdes beagfiprejudiciais ou
neutras, entre raizes de plantas e microrganissdosieguladas por uma sinalizagao
molecular complexa. A existéncia da inducdo miaohi para a exsudagao de
plantas e a planta, exsudando em resposta a paedenqicrorganismos, sugere um
grau de co-evolugao entre as plantas e os micrisrgas do solo.

Segundo Wilberforce et al. (2003), trés sitios deacteristicas fisicas
similares, diferindo em manejo foram escolhidosaptstar a hipotese de que
perturbacdo agricola tem efeitos deletérios solligeasidade de fungos endofiticos
e favorece as espécies potencialmente patogémsazoletas foram realizadas
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bimensalmente durante o ano de 2000. Foram isofadgses endofiticos de raizes e
das amostras de solo foram avaliados N mineraljaaei, potencial de agua e pH. O
maior niumero de espécies ocorreu em julho e nower@brcada um, porém a
colonizacdo média das raizes ocorreu em julho,osqud os dois meses com menor
namero de espécies foram marcgo e janeiro, mas tamaonizacdo. Os fungos de
micélio estéril identificados em morfoespécies pelparéncia das col6nias
predominaram. Também foram isolados fungos dos rgénécremonium,
Cylindrocarpon, Fusarium, Penicillium e Trichoderma. Alguns géneros foram
isolados uma sO vez (apenas de uma amostragem) Absdha, Dictiosporium,
Gliomastix, Gonytrichum e Moniliella. Os resultados demonstram diferencas
guantitativas entre comunidades de fungos da mazredagcdo ao manejo, com
significante correlacdo com as variaveis ambientais

Santamaria & Bayman (2005) compararam comunidadesfumhgos
epifiticos e endofiticos de folhas de caidffea arabica) coletadas em seis pontos
em Porto Rico. Um total de 821 colonias foram idatae agrupadas em 131
morfoespécies. Os fungos que néo esporularam foramdos em quatro grupos por
afinidade taxondmica, determinados por sequencitomam regides ITS do rDNA,
sendo dois grupos formados cofglaria, um com Botryosphaeria e outro com
Guignardia. Pestalotia e Botryosphaeria foram significantemente mais comuns
como epifiticos eColletotrichum, Xylaria e Guinardia como endofiticos. Mais
morfoespécies ocorreram como endofiticos do quenapifiticos.

Santos et al. (2003) isolaram fungos endofiticobdiea azedarach (cortex
de raiz, de caule de folhas e de frutos e xilemeat¢ coletadas no Brasil em 1998
(agosto estacdo seca) e 1999 (marco estacdo dasghlwm total de 59 isolados
foram obtidos de tecidos sadios Klle azedarach. Esses isolados foram agrupados
em 18 espécies, um Coelomycete e 17 Hyfomicetdés.g@neros foram registrados,
com um incluido em AscomyceteBglansa sp.) € um Basidiomycete (ndo
identificado) nesse total de isolados n&o forartuidos os fungos de micélio estéril.
Os géneros mais comuns foréspergillus e Penicillium.

Hervas et al. (1998) testaram um isoladddeillus subtilis, um isolado de
Fusarium oxysporum ndo patogénico e um isolado deichoderma harzianaum
aplicados sozinhos ou em conjunto em cultura de dgei bico, para controle da
murcha causada por uma raca virulentaFdeoxysporum f. sp. ciceris. Os trés
microrganismos aplicados juntos foram eficientesamtrole da doenca comparando
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com o controle. A combinacdo entBe subtilis e T. harzianum foi eficiente no
controle da doenca mas nao diferiu significativamenquando os mesmos foram
aplicados separadamente. A misturaBdesubtilis e F. oxysporum ndo patogénico
nao foi eficiente, no entanto, quando aplicadosboz reduziram significantemente
o desenvolvimento da doenga.

Para Yedidia et al. (2000Y,. harzianum tem provado ser efetivo, como
agente de controle bioldgico, contra uma varieddpatdgenos importantes do solo
e de partes aéreas de plantas. Vérias evidénaiasngStrando que a colonizacdo de
raizes por microrganismos nao patdégenos, como a#rlas promotoras de
crescimento de plantas e muitos fungos, desencadmapostas de defesa nas
plantas. Também a colonizagédo da epiderme e dedesnexternas do cortex inicia
uma série de modificagbes morfoldgicas e bioquisitas plantas. As respostas de
defesa incluem inducdo de proteinas relacionadzstagenese (RP), com especial
énfase & acumulacdo de hidrolases nas plantas, qoititases, §-1,3-glucanases,
com potencial antimicrobiano; acumulacéo de fitoiales e deposicdo de polimeros
estruturais, como calose e lignina.

As espécies d&richoderma sdo oportunistas e avirulentas para plantas nas
guais sao simbiontes, e parasitas de outros fuddgsmas linhagens permanecem,
por longo tempo, colonizando a superficie das saipenetram na epiderme e, em
poucas células de camadas internas. Produzem mniibema variedade de
compostos que induzem resisténcia localizada oténsisa nas plantas. A
colonizacdo da rizosfera, p@richoderma spp., promove o crescimento de raizes e
aumenta a produtividade, a resisténcia a estresisigdicos e a utilizacdo de
nutrientes (Benitez et al. 2004; Harman et al. 20Bdmuels, 2006). Segundo
Benitez et al. (2004), linhagens @iéchoderma atuam ainda no controle de fungos
fitopatogénicos indiretamente por competicao pdrientes e espaco, modificacbes
ambientais e antibiose, ou diretamente, por megcesscomo micoparasitismo.
Esses mecanismos podem atuar juntos ou separadamesdia importancia no
processo de biocontrole depende da linhagenTrdeghoderma, do fungo a ser
controlado, da planta, e das condi¢cdes ambienitacsjindo disponibilidade de
nutrientes, pH, temperatura, e concentracdo de.f&ara Harman et al. (2004),
espécies delrichoderma inibem a producdo ou degradam pectinases e outras
enzimas essenciais a fungos fitopatogénicos quetilmam para penetrarem em
folnas como, por exempldotrytis cinerea. Conforme os autores, o conhecimento
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do efeito direto deste fungo sobre o crescimerdesenvolvimento de plantas é de
importancia crucial para uso na agricultura e ehteanto do papel dérichoderma

Nnos ecossistemas naturais e manejados.

2.3. Fumo(Nicotiana tabacumL.)

Segundo Willani (2004), no Brasil o fumo é cultivag@m pequenas
propriedades. Como o cultivo ocorre ano ap0s aa®,mesmas areas, a rotacao de
cultura tem sido insuficiente. Devido a isto, vérmomendo um aumento na
incidéncia de doencas, principalmente as causawtafipgos e bactérias habitantes
de solo. Portanto, se faz necessario o manejoradegde pragas e doencas para
manté-las em determinado nivel de equilibrio ndoprometendo a produtividade e
lucratividade.

O sistema de producdo de mudas de fumo usandonaldga float,
constituido por bandejas de isopor, que flutuanuema lamina de agua de 8 cm de
altura, previamente fertilizada, representa quase @ totalidade de mudas
atualmente produzidas. Além de eliminar o uso denito de metila, na
esterilizacdo dos canteiros, essa técnica tem @aojpi muda de boa qualidade
(Massola et al., 2005).

O fumo é semeado em maio, transplantado em agasttembro e colhido
no periodo de dezembro a fevereiro. As mudas, ap@mneadura levam cerca de 60
dias para atingir o tamanho necessario para oiplargssa fase o controle de pragas
e doencas é intensivo. As mudas sdo transplangatasa lavoura, jA com a area
adubada. A colheita das folhas é iniciada cerc@dias apds o plantio. Durante
essa etapa, o crescimento deve ser monitoraddizaceao controle integrado de
pragas e doencas, a retirada das flores para md#sanvolvimento das folhas,
aumentando, assim seu peso e qualidade (Dese, 2003

Massola Jr. et al. (2005) os principais tipos daducultivados no Brasil,
estdo relacionados com a finalidade a que se dastinsendo 0s mais
representativos: Estufa (Virginia e Amarelinho)jgda (Burley, Comum, Maryland
e Dark); Oriental (Izmir, Basma e Gavurkoy); Char(Brasil Bahia e Sumatra),
Araparica (Araparica e suas selecdes) e Cordaé(TMtnas, Ouro de Minas e
Goiano).

Segundo Shew & Lucas (1991), as doengas que caasanaiores perdas
em todos os tipos de fumo ocorrem em todas asspaatglanta e todos os estagios
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do desenvolvimento. As doencas resultam da interagére patdgenos, fatores
ambientais e hospedeiros suscetiveis. Os patéogdoofumo incluem fungos,

bactérias, virus, nematoides, micoplasmas e plaaasitas. O fumo é resistente a
muitos patdégenos que ocorrem na natureza. Entoetaratis do que 50 organismos

atacam o fumo e utilizam raizes, ramos ou folhasocfonte de alimento.

2.3.1. Doencas causadas por fungos e oomicetes emd

Shew & Lucas (1991) citam os seguintes fungos churea de doencas em
raizes e caules de plantas de fulaytophthora parasitica Dastur var.nicotianae
(Breda de HannPythium ultimum Trow var.ultimum e P. aphanider matum (Edson)
Fitzp., Thielaviopsis basicola (Berk e Broome) FerrarisSclerotium rolfsii Sacc.
(teleomorfo: Athelia rolfssi (Cruzi) Tu & Kimbrough),Rhizoctonia solani Kuhn
(teleomorfo: Thanatephorus cucumeris (A.B. Frank) Donk),Fusarim oxysporum
Schlected. ex Fr. f.spnicotianae (J. Johnson) W.C. Snyder & H. N. Hans,,
Verticillium dahliae Kleb., Macrophomina phaseolina (Tassi) GoidanichQlpidium
brassicae (Woronin) P.M. Dang. &clerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary.

Segundo Willani (2004)Fusarium spp. séo fungos de dificil controle em
mudas, principalmente no sisterfl@at, onde as fontes de in6culos sdo o solo e a
agua contaminados e a reutilizacdo das bandejatavdaraFusarium oxysporum
f.sp. nicotinianae pode ser introduzido por mudas contaminadas. Qofyoenetra no
sistema radicular por feridas, geralmente causpdasmnematdides. Permanece no
solo na forma de estruturas resistentes as corsglageersas e sobrevive na matéria
organica. Alta umidade, dias nublados ou chuvosss@ados a temperaturas
elevadas favorecem esta doenca. O autor destada, piatdgenos conithizoctonia
solani ou Thanatephorus spp. (Rhizoctonia ou mancha aureolad®djthium spp.
ocorre, geralmente, em mudas jovens junto a linbasalo, causando mancha
marrom a qual circunda o colo, causando amareletanenurchamento e, posterior
gueda das mudas&clerotinia sclerotiorum (Esclerotinia ou Mofo Branco) causa
podriddo mole nas mudas e na lavoulkaronospora tabacina (Mofo Azul).
Alternaria alternata (olho de peixe)Cercospora nicotiane (cercosporiose ou olho de
rd). Amareldo doenca que pode ser causada por umplexo de fungos
(Phytophthora spp., Fusarium oxysporum f.sp. nicotinianae, Rhizoctonia solani e
Pythium spp.) Doenca recente e ainda pouco estudadagatarforma de manchas

7

amareladas e é mais comum em fumo do tipo Burlsysiotomas surgem apos
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periodos Umidos e sdo comumente, identificadospcafsgamento. Apdés ampliam-
se atingindo areas consideraveis da lavoura. Caimodwes de melhoria do clima,
ocorre recuperacdo parcial destas manchas. Posterite, as mesmas areas, podem
apresentar perdas por murcha bacteriana, a quapreweita das raizes estarem
doentes para infectar as plantas. O transporteolto contaminado pela agua da
chuva e por implementos, dissemina a doenca detdrgpropriedade e entre
propriedades. O sintoma mais caracteristico @amarelecimento em forma de
manchas. O sistema radicular apresenta-se poucenw#gido, com peguena
presenca de raizes secundérias, as quais geraleséiteenegrecidas e com partes
apodrecidas. E uma doenca de sistema radiculan ataéda o caule. A confirmacgéo
do agente causal somente pode ser obtida por elabmeatorial. Também foi
observado que ha uma forte correlacédo entre selgsadados, rasos ou com baixa
capacidade de infiltracdo e a incidéncia da doeA¢@d.0 momento ndo foram

identificadas cultivares resistentes.

2.3.2. Controle

Segundo Bettiol & Ghini (2004), o controle do tomizato em plantulas de
fumo, causado pdrythium, Sclerotinia e Rhizoctonia era basicamente realizado com
a desinfestacdo dos canteiros com brometo de reedipdicacao de fungicidas a base
de mancozeb, metilaxyl e iprodione. No sistefieat, foi eliminado o uso do
brometo de metila. Os fungos podem ser controlados produtos biolégicos como
o0 bioformulado a base d&richoderma cultivado em arroz. O produto final é
misturado ao substrato dimat na proporgéo de 100 g/100 Kg de substrato, volume
suficiente para completar 200 bandejas com 200aseINos canteiros, o produto é
dissolvido na agua e aplicado ap0s a semeadura.dplitacdo € suficiente para o
controle da doencga tanto no substrato, quantoamgicos.

Weiler (2004) testou a acdo de trés isoladosTdehoderma sp. em
plantulas de fumo produzidas no sistdinating e a influéncia de produtos a base de
iprodione e oxicloreto de cobre na sobrevivénciafudoyo. Constatou diferencas
significativas na altura das plantulas, diametracaele, peso seco da parte aérea e
raizes e o desenvolvimento @iechoderma sp. junto as raizes tratadas. Nao houve
diferencas significativas na sobrevivéncia Téchoderma sp. em mudas tratadas
com iprodione e oxicloreto de cobre. Segundo oraatatilizagdo de bioformulados
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a base ddrichoderma sp., além de favorecer o desenvolvimento de pEstde

fumo € compativel com as préaticas de manejo utidigana producéo das mesmas.



CAPITULO Il

3. CARACTERIZAQAO DA AREA DE COLETAS

As amostras foram coletadas de maneira sistematicama propriedade
rural, situada na cidade de Venancio Aires, RS6@83"S e 5219’19”0 e altitude
de 210m). O solo é do tipo Argissolo Vermelho-Ant@mraluminico alissélico —
PVAa 2, pertencendo a Unidade Vera Cruz (EMBRAPENPS, 1999). O clima
segundo a classificacdo de Kbdeppen é subtropidal €om temperatura média
anual de 19,4C e precipitacdo média de 1.700 mm (DNPEA 1973)rdpriedade
de 5 hectares, esta dividida em trés areas conue seg

Area 1, de 2 hectares, com mata nativa (destinadesérva). A mata
apresenta-se em um estagio secundéario de regeoersg@lo como espécies
predominantes no estrato arbéreo a guajuMaagonula americana), o jeriva
(Syagrus romanzoffiana), o camboatd-vermelhoCgpania vernalis) e a canela-
fedorenta lectandra megapotamica). No estrato das arvoretas ocorrem com mais
frequéncia o chal-chaA(lophylus edulis), topete-de-cardeaCélliandra tweediei), e
os catiguasT(richilia elegans, T. claussenii). Criciima Chusquea sp.), café-do-mato
(Psychotria cf. carthagenensis) e flor-de-fogo Ruellia angustifolia) séo as espécies
mais comuns no estrato arbustivo. Em meio a essé&stem alguns cipdés como a
rapa-canelaByttneria australis), cip6-escada-de-macadBa(ihinia macrostachya) e
0 esporéo de gal&€ltis cf. tala) (De Marchi, 2005, comunicac¢do pessoal).
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Tabela 1. Lista floristica da area 1 (mata nattirg@nancio Aires, RS. 2005

Nome Cientifico Nome Popular Familia Habito**
Acalypha gracilis Mull. Arg. acalifa EUPHORBIACEAE Ab
Allophylus edulis (A. St.-Hil.) Radlk. chal-chal SAPINDACEAE Av
Bauhinia microstachya (Raddi) cip6 escada-de- FABACEAE Li
Macbride macaco
Bauhinia forficata Link pata-de-vaca FABACEAE At
Calliandra tweediei Benth. topete-de-cardeal FABACEAE At
Casearia sylvestris Sw. cha-de-bugre SALICACEAE Av
Cayaponia sp. CUCURBITACEAE Li
Cedréla fissilis Vell. cedro MELIACEAE Av
Cdtiscf. tala Gill. ex Planch. Espordo-de-galo CANNABACEAE Li
Chusquea sp. Criciima POACEAE Ab
Cryptocarya aschersoniana Mez Canela-amarela LAURACEAE Av
Cupania vernalis Camb. Camboatd-vermelho  SAPINDACEAE Av
Dalbergia variabilis Vogel Rabo-de-bugio FABACEAE Av
Dioscorea sp. Cara DIOSCOREACEAE  Li
Eugenia involucrata DC. Cerejeira MYRTACEAE Av
Eugenia schuechiana Berg. Guamirim MYRTACEAE At
Eugenia uniflora Linn. Pitangueira MYRTACEAE At
Eugenia uruguayensis Camb. Batinga-vermelha MYRTACEAE At

Gymnanthes concolor (Spreng.) Mdll.

Laranjeira-do-mato

EUPHORBIACEAE At

Arg.

Lonchocar pus campestris Mart. ex Rabo-de-macaco FABACEAE At
Benth.

Luehea divaricata Mart. Acoita-cavalo MALVACEAE Av
Matayba el aeagnoides Radlk. Camboaté-branco SAPINDACEAE Av
Mikania sp. Guaco ASTERACEAE Li
Nectandra megapotamica (Spreng.) Canela-fedorenta LAURACEAE Av
Mez.

Pachystroma longifolium (Ness) .M.  Mata-olho EUPHORBIACEAE  Av
Johnston

Parapiptadenia rigida (Benth.) Angico FABACEAE Av
Brenan

Patagonula americana Linn. Guajuvira BORAGINACEAE Av
Psychotria cf. carthagenensis Jacq. Café-do-mato RUBIACEAE Ab
Byttneria australis A. St.-Hil. Rapa-canela STERCULIACEAE Li
Ruellia angustifolia Sw. flor-de-fogo ACANTHACEAE Ab
Serjania sp. cip6-timbo SAPINDACEAE Li
Syagrus romanzoffiana (Cham.) Jeriva ARECACEAE Av
Glassman

Trichilia claussenii C. DC. Catigua MELIACEAE At
Trichilia elegans A. Juss. Catigud-morcego MELIACEAE At
Urera baccifera (L.) Gaudich. ex Urtigéo URTICACEAE Ab

Wedd.

* De Marchi (2005)

**Av (arvore, vegetal lenhoso, altura superior s} At (arvoreta, pequena arvore
de até 5 m de altura); Ab (arbusto, vegetal lenttoso pequeno tronco, tendo de 3 a
5 m de altura); Li (lianas, trepadeiras ou cipésyjundo Fernandes (2000).
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Area 2, de meio hectare, adjacente a cultivadae gmedominam algumas
plantas invasoras como: leiter&uphorbia heterophylla L.); milhd (Qigitaria
horizontalis Willd.); papua Brachiaria plantaginea (Link) Hitchc.); corda de viola
(Ipomea grandifolia (Dammer) O’Don.); picao pretoBidens pilosa L.); maria
pretinha Solanum americanum Mill.); trapoeraba Commelina benghalensis L.);
poaia-branca Richardia brasiliensis Gomez), guanxumaS{da rhombifolia L.),
sendo estas encontradas também na lavoura, e plaEmdacultivadas como uva-do-
japao Hovenia dulcis). As plantas invasoras foram identificadas seguBdoetti
(2004, comunicacao pessoal) e Lorenzi (1994).

Area 3 de 1 hectare, destinada ao cultivo de fumaseentre safras milho.
Nesta area também foram encontradas as mesmaasplamfisoras da area 2, no
periodo de cultivo do milho. No ano de 2004 né&o dzintado milho devido a
estiagem, e em 2005 o milho plantado devido agestiafoi utilizado como pasto
para os animais. As mudas de fumo foram transmlast@m agosto com o solo
previamente adubado com 800 kg de NPK (10:16:E8)0ekg de salitre. Na lavoura
ndo foram utilizados fungicidas, somente os ingE& & base de acefato e
imidacloprid.

O fumo cultivado foi do tipo Virginia sendo que ano de 2004 foi
plantada a cultivar RG-8 e no ano de 2005 a cultk826. As mudas foram
produzidas pelo sistemidoat com Trichoderma spp. adicionado ao substrato na
proporcdo de 2 g/kg de substrato. Os fungiciddzados nofloat foram a base de

iprodione e propineb.



CAPITULO Il

4. OCORRENCIA DE FUNGOS RIZOSFERICOS EM TRES
COMUNIDADES VEGETAIS

4.1. INTRODUCAO

O solo é o habitat das plantas e de uma grandedeale de bactérias,
fungos, protozoarios e animais invertebrados, osisqucontribuem para a
manutencdo da produtividade nos agroecossistemagjridultura intensiva vem
reduzindo, drasticamente, a biodiversidade noGdler et al. (1997).

Para Pankhurst et al. (1996), embora a produtieidbel sistemas agricolas
dependa da atividade dos microrganismos do solobiagiversidade das
comunidades microbianas do solo e seus efeito® sol@stabilidade de sistemas
agricolas sao praticamente desconhecidos. Segusdautores, pesquisas sobre
sucessdo ecologica, decomposicdo de matéria osgamgsociadas a fatores
abidticos do solo e efeitos regionais, incluind@rgicas de manejo agricola, devem
ser consideradas quando se estuda a diversidaasemmidades microbianas.

Adler & Lew (1995) verificaram a distribuicdo depésies dd-usarium ao
longo de um gradiente de altitude, em solos n&ovadbs, 0s quais se estendiam de
uma zona desértica subtropical, préxima do niveindo, passando por uma zona
temperada, até uma zona desértica subalpina, e te 2.300 m, em Tenefife,
comparando-os com solos cultivados de LanzarotelmeaPe, com dois outros das
llhas Canarias. Dos 5.493 isoladosFiearium, foram identificadas 17 espécies e
uma populacdo ndo descrita. As espécies mais egpiagisas forant. oxysporum,

F. equiseti, F. solani, F. brachygibbosum e F. flocciferum. Os fungo<. oxysporum

e F. solani ocorreram, com maior frequéncia, em solos cultgadio que em solos
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nao perturbados; o inverso ocorreu cdm brachygibbosum. A espécieF.
oxysporum foi a mais frequiente nos solos pesquisados e caior wariabilidade em
relacdo a fatores climaticosusarium solani, F. equiseti e F. brachygibbosum
foram isolados de solos de zonas subtropicais paedasFusarium equiseti e F.
brachygibbosum predominaram em locais com menor incidéncia deva$uF.
solani foi mais freqiente em areas umidas ou irrigaéfasarium flocciferum, F.
acuminatum e F. arthrosporioides predominaram em solos mais secos, em zonas
temperadas.

Segundo Bedendo (1995), doencas vegetais caractese pela interagao
entre o hospedeiro (planta suscetivel), o patbgem@mbiente. Fatores ambientais,
como clima (umidade, temperatura, luz e vento)p dolutrientes, pH) podem
predispor plantas & acdo de patdgenos. Tanto osonsamo 0Ss micronutrientes
podem influenciar na interacdo. Excesso de nitrogpade favorecer o patdégeno,
devido ao aumento da suculéncia em tecidos e, myatoo periodo vegetativo. A
deficiéncia do nitrogénio faz com que a planta m@et menos vigorosa e mais
suscetivel a doencas. A forma de utilizacdo dogénio (amoénio ou nitrato) pode
favorecer certos patdgenos e ainda pode interagir @ pH do solo, fazendo com
gue certas doencas, em solo com nitrogénio amdreggll acido, tornem-se mais
severas, enquanto que outras doencgas sao maiedaas em solo com nitrogénio,
sob a forma de nitrato e pH neutro a alcalino. €¥oi®@ pode aumentar ou diminuir a
severidade da doenca, conforme a planta e o patGearolvidos, j& 0 excesso de
potassio desfavorece a doenca. O pH &cido favoasceoencas causadas por
fungos; j& o pH neutro ou levemente alcalino, angas bacterianas.

Conforme Abawi & Widmer (2000), as caracteristidgsum solo pobre,
como a alta compactacao, a drenagem inadequadéxa tbor de matéria organica
e a baixa fertilidade aumentam a populacdo de fmmgoisadores de doencas em
raizes comd-usarium, Pythium e Rhizoctonia. Os autores citam ainda a necessidade
de um manejo adequado, utilizando praticas cutugae melhorem as condicfes
fisicas e aumentem a diversidade da biota do sotnp alternativa para reducdo da
incidéncia de fitopatdgenoA biota do solo é o componente que mais contplana
a qualidade e produtividade do mesmo. A atividadendcrorganismos no solo
inclui a decomposicdo de materiais organicos, ralizagdo de nutrientes, fixagao
de nitrogénio, supressdo de pragas e doencas,c@ootde raizes, também
parasitismo e injuria de plantas. A producéo destag e outros alimentos €, muitas
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vezes, afetada por patdégenos habitantes de solguais requerem controle. A
incidéncia e a severidade das doencas de raizes @strumento de avaliagdo
indireta da saude do solo. Todas as plantas dertiémwia econdmica podem ser
danificadas por uma ou mais doencgas que limitanionaupotencial e a qualidade do
produto.

Purohit et al. (2002) relataram que os diferentego@s funcionais que
compdem as comunidades microbianas do solo sadon&yeis pela produtividade
e a saude dos sistemas agricolas. Os autoresrangl@durante dois anos, o efeito de
duas areas, em zona arida da india, sobre a pépulimgica do solo. Eles
constataram que a biomassa fungica foi, signifraatiente, maior em areas com
arvores ddProsopia cineraria do que em areas descobertas.

Pandey et al. (2001) verificaram a presenca deosingpmoTrichoderma
pseudokoningii, T. koningii, Penicillium erythromellis, P. janthinellum, P. raistickii,
na rizosfera de plantas arbustivas de cha, emsvésalidades da india. Houve
maior variagdo sazonal paRenicillium spp. do que pardrichoderma spp. As
populacdes ddrichoderma e Penicillium apresentaram correlagdo inversa com as
populac6es d8acillus subtilis e B. mycoides, bactérias dominantes na rizosfera das
plantas Essas bactérias tém apresentado antagonismo &ofsidgosn vitro, o que
foi confirmado,in situ, pelos autores.

Hackl et al. (2005) citaram que o0s microrganismas $blo s&o
componentes essenciais dos sistemas bidticos doresths naturais, onde eles sédo
a chave da renovacao de nutrientes. Muitos prosasstrobianos séo interativos,
dependendo da atividade de outras espécies. Didsregrupos funcionais de
microrganismos respondem, diferentemente, as odeslicambientais que
prevalecem, e as caracteristicas do local (comarigades do solo e da vegetagao)
influenciam na composi¢céo da comunidade microbensolo.

Segundo Bronick & Lal (2005), a estrutura do solode ser
significativamente modificada através de pratias@nejo e mudancas ambientais.
Praticas que aumentam a produtividade e diminuamptara do solo, aumentando a
agregacao e, desenvolvimento estrutural. A rizasfem uma grande populacao de
macro e microrganismos que contribui na formagaeatbono organico do solo e
sua agregacdo. Quimicamente as raizes aumentane@agdo por liberarem uma
série de compostos, 0s quais tém efeito de cim@mi@gs particulas do solo.
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Segundo Bailey & Lazarovits (2003), praticas adeésocomo a
incorporacdo de residuos organicos corrigidos, rapostos ricos em nitrogénio
podem reduzir as doencas veiculadas pelo sololiperar aleloquimicos gerados
durante a estocagem ou, por subseqiiente decompaosic@biana. A supressao da
doenca por introducdo de conteudos organicos @ueesia colheita leva tempo, mas
os beneficios se acumulam através dos anos proameeastrutura e saude do solo.
Beneficios subsequentes podem ser obtidos contagémde cultura; a escolha do
tipo de cultura para reduzir o inéculo do patégena sobrevivéncia do mesmo no
solo; essas praticas privam os patégenos do haspedleriam condigbes para o
crescimento de outros microrganismos as expenspatdgeno.

Celar (2003) averiguou o0 papel da competicdo pdrogénio, nas
interagdes entre fungos antagonistas e fitopatogénCinco fungos fitopatogénicos
foram utilizados no experimento, trEgsarium spp. €. solani, F. sambucinum e F.
moniliforme), Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum, e quatroTrichoderma
spp. T. longibrachiatum, T. harzanum, T. viride e T. koningii). Comparado com o
fungo fitopatogénico, em muitos casos, 0 fungo gorista usou altas taxas de
nitrogénio como amoénia nos primeiros seis diasulévo. ApGs os primeiros dias
de cultivo, o antagonista trocou a fonte de nitmig&ara nitrato. Em contraste,
Fusarium spp. usaram uma quantidade de nitrato signifiaatente maior do que o
antagonistaRhizoctonia solani e S. sclerotiorum utilizaram primeiro amonia e,
guando este ficou limitado, trocaram para nitra#s. espécies dd-usarium
utilizaram duas fontes de nitrogénio ao mesmo tenfp® a Unica variavel
considerada fosse o nitrogénieysarium spp. teriam relativa vantagem sobre o
antagonista por serem habeis em utilizar ambas cana$ do nitrogénio,
simultaneamente.

Cabello & Arambarri (2002) isolaram microfungos dzosfera de uma
floresta nativa ndo perturbada e de outra flonestaurbada. Cinglienta e quatro taxa
foram isolados: 49 do solo de floresta ndo pertlaba 37 do solo de floresta
perturbadaAcremonium sp., Aspergillus ustus, Coemansia pectinata, Doratomyces
stemonitis, Fusarium solani, F. oxysporum, Gliocladium roseum, Humicola fuso-
atra, Metarhizium anisopliae, Mortierella sp.,Penicillium lilacinum, P.frequentans,
Trichoderma harzianum, e T. koningii, mostrando alta freqiéncia, em ambas as
florestas, perturbada e ndo perturbada. No softodesta ndo perturbada o indice de
biodiversidade foi 3,97 e no solo perturbado f893 0 numero de colénias, no solo
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da area nao perturbada, foi duas vezes maior donquperturbadaBeauveria
bassiana, Volutella ciliata e Wardomyces inflatus foram isolados, exclusivamente,
da floresta ndo perturbada. J4, os fungos isolad@dusivamente na floresta
perturbada foram, Arthrobotrys oligospora, Cladosporium cladosporoides,
Cunninghamella elegans, Humicola grisea, e Thielavia terricola.

Ulacio et al. (1997) verificaram a microbiota dézes, rizoplano, rizosfera
e solo em plantas de fumo adultas, provenienteduhs éareas distintas da
Venezuela. Isolaram alta proporcdo de coldnias Fdearium (F. solani, F.
moniliforme, F. roseum), predominandd-. solani, principalmente, do rizoplano de
ambas as &reas. Também foram isoladas vérias esmEgispergillus presentes na
rizosfera e rizoplano nas duas areAsn{ger, A.ustus, A. terreus, A. flavus).
Sclerotium rolfsii e F. oxysporum foram isolados das raizes enfermas provenientes
de uma das areas. Segundo os autdwg®rgillus spp. eFusarium spp., tém alta
capacidade de colonizacdo da rizosfera e que asturas de reproducéo dos
mesmos sao abundantes no solo.

A partir das hipoteses de que areas de agricuilitessiva favorecam a
ocorréncia de fungos fitopatogénicos e de que auéecia dos fungos
fitopatogénicos difere com relacdo as areas adaksalentro de uma mesma
localidade, foi avaliado o efeito de diferentes ssistemas (area de producao
agricola, area de influéncia humana moderada ouzica e area natural) sobre a

ocorréncia de fungos habitantes de solo rizosférico

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Local de coleta

As amostras foram coletadas de maneira sistem&ticajma propriedade
rural situada na cidade de Venancio Aires, RS6@83"S e 5219'19”0 e altitude
de 210m). O solo é do tipo Argissolo Vermelho-Ant@mraluminico alissélico —
PVAa 2, pertencendo a Unidade Vera Cruz (EMBRAPACNPS, 1999). A
propriedade de 5 hectares esta dividida em tr@s a&temo segue.

Area 1, de 2 hectares, com mata nativa, destinadesérva. A mata
apresenta-se em um estigio secundario de regeoerag@lo como espécies
predominantes no estrato arbéreo a guajuReagonula americana L.), o jeriva
(Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman), o camboata-vermeli@upénia
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vernalis Camb.) e a canela-fedorenhe¢tandra megapotamica (Spreng.) Mez.). No
estrato das arvoretas, ocorrem, com mais frequéoahal-chal Allophylus edulis
(A. St.-Hil.) Radlk.), topete-de-cardedldlliandra tweediei Benth.), e os catiguas
(Trichilia elegans A. Juss. €I. claussenii C. DC.). Criciima Chusguea sp.), café-
do-mato Psychotria cf. carthagenensis Jacq.) e flor-de-fogoR{ellia angustifolia
Sw.) sdo as espécies mais comuns no estrato adhulsth meio a essas, existem
alguns cipés como a rapa-candiyt{neria australis A. St. Hil.), cip6-escada-de-
macaco Bauhinia macrostachya (Raddi) Macbride) e o espordo de gaBefis cf.
tala Gill. ex Planch.) (De Marchi, 2005, comunicacasgual).

Area 2, de meio hectare, adjacente & cultivada pne@ominam algumas
plantas invasoras (ervas daninhas), como: leil&rghfrbia heterophylla L.); milha
(Digitaria horizontalis Willd.); papua Brachiaria plantaginea (Link) Hitchc.);
corda de violalpomea grandifolia (Dammer) O’Don.); picdo pretdidens pilosa
L.); maria pretinha Solanum americanum Mill.); trapoeraba Commelina
benghalensis L.); poaia-brancaRichardia brasiliensis Gomez), guanxumaSda
rhombifolia L.) e plantas ndo cultivadas como uva-do-jap&ovénia dulcis
Thunb.). As plantas invasoras foram identificadagusdo Benetti (2004,
comunicacédo pessoal) e Lorenzi (1994).

Area 3 de 1 hectare, a partir de 2002, destinaseulivo de fumo e, nas
entre safras, de milho. Anteriormente essa areatéizada para cultivo apenas de
milho. No ano de 2004, ndo foi plantado milho deva estiagem e, em 2005, o
milho plantado, devido a estiagem, foi utilizadanoopasto para os animais. As
mudas de fumo foram transplantadas em agosto, cealoopreviamente, arado e
adubado com 800 kg de NPK (10:16:18) e 500 kg tiwesd\a lavoura ndo foram
utilizados fungicidas, somente os inseticidas & bl@sAcefato e Imidacloprid.

O fumo cultivado foi do tipo Virginia, sendo ques, eultivares utilizadas
foram RG-8 em 2003 e 2004 e em 2005 a cultivar &-&3ta Ultima resistente a
nematodides. As mudas foram produzidas pelo sisfematcom Trichoderma spp.
adicionado ao substrato, na proporcdo de 2 g/kgsudestrato. Os fungicidas
utilizados nofloat foram a base de iprodione e propineb. O milhovadb na area
foi o hibrido precoce AG 122, moderadamente tolerarfusariosePhysopella zea,
Phaeosphaeria maydis e a doencas de colmo e tolerantePeionosclerospora
sorghi, Helminthosporium turcicum e H. maydes, Cercospora sp. e doengas de graos
(EMBRAPA-CNPMS, 2006).
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E importante salientar que existe um pequeno dedd solo da mata em
direcdo as areas intermediaria e lavoura, portadtoha possibilidade de solo da

lavoura chegar até a mata com agua da chuva.

4.2.2. Amostragem

As amostras foram coletadas, sistematicamente a badn, ao longo de
transectos de 30 m, em cada area. As coletas f@alimadas nos meses de janeiro
(antes do final da colheita do fumo), maio (épooacdltivo de milho), setembro
(ap6s o transplante do fumo para a lavoura) e nbkeifiase adiantada do cultivo
de fumo) de 2004 e de 2005. Portanto, na primeieta o fumo que se encontrava
na lavoura era do cultivo de 2003. Foram coletaalasstras de 500 g de solo junto
as raizes (rizosfera) até a profundidade de 20 roisturadas e dessa amostra
composta colocados 500 g em sacos plasticos, tipsge e transportados ao
laboratério de Microbiologia Fitopatolégica do Depanento de Fitossanidade da
Faculdade de Agronomia, UFRGS.

Na area de mata nativa foram coletadas amostrasldgunto as raizes de
guajuvira, na area intermediaria junto as raizesvaedo-japdo e na lavoura junto as

raizes de fumo ou de milho, sendo que esse Ultimeascoleta de maio de 2005.

4.2.3. Isolamento de fungos filamentosos de solaasférico

Foram pesados 10 g de cada amostra composta e éoemwados com 90
mL de agua destilada esterilizada; a partir destspensao, foram realizadas
diluicbes seriadas até 10A partir da ultima diluido, foi inoculado 0,1 mem
placa, (cinco placas por amostra), contendo meiccutira sélido de batata-
dextrose agar, BDA (Batata 200 g, dextrose 20 gr 4§ g, pH 6). O in6culo foi
espalhado com alca de Drigalsky. As placas forambiadas a 26L° C e, ap0s oito
dias, os fungos filamentosos foram repicados phtang&o de culturas axénicas,
para posterior identificagao (Thangavelu et al040

A partir das culturas axénicas foram obtidas caftunonospoéricas para 0s
fungos que esporularam e de fragmentos de hifaa par fungos que néo
esporularam. Suspensdes de esporos ou fragmentbgadeforam semeados em
agar-agua e ap6s 24 horas os tubos germinativasnforansferidos para placas

contendo BDA e, incubadas at26 C durante oito dias Summerell et al. (2003).
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Os fungos de micélio estéril foram inoculados nagos V-8 (extrato de
tomate 200 mL, CaC43B g, agar 20 g, pH 6,0), &gar de farinha de nffatnha de
milho amarelo 60 g, agar 15 g, pH 6,0), agar delarde aveia (farinha de aveia
100 g, agar 15 g, pH 6,0), pois segundo Fernand@23}, fungos que néao
esporulam em outros meios, freqlientemente espongases.

O restante das amostras de solo foi encaminhatftbamatorio de analises

de solo da UFRGS, para analises fisico-quimicas.

4.2.4. ldentificagcéo dos fungos

Os fungos foram classificados de acordo com suasctesisticas
morfolégicas, como cor (segundo Rayner, 1970) &utexdas colénias (conforme
Onions et al., 1981). Apoés, foram preparadas lasnio@am solucdo de floxina
(Floxina 1 g, agua destilada 100 mL). Sobre a lamiai depositada uma gota da
solucdo de hidréxido de potassio 3 % mais uma dataolucdo de floxina e, com
agulha de niquel-cromo esterilizada, foram traidder esporos e hifas para a
lamina, cobertos com laminula e observados ao siémo, no aumento 400x. Os
fungos foram identificados com auxilio de chavesg(fido Booth 1971; Onions et
al., 1981; Gams e Bissett, 1998). As culturas aendos fungos foram mantidas

em tubos, contendo BDA e conservadas em geladeira.

4.2.5. Analises fisico-quimicas de solo
As amostras de solo rizosférico, foram encaminhaadaboratério de
andlises de solo da UFRGS, para a realizacdo datiseen de micro e

macronutrientes, umidade, pH, matéria organicapujometria.

4.2.6. Andlise dos dados

Para avaliar a similaridade entre as areas deestud relacdo aos fungos
rizosféricos foi utilizada a andlise de agrupamdmtrarquico, pelo método das
ligagbes médias e a distancia euclidiana como éndde similaridade
(dissimilaridade). E para avaliar o efeito de fatoabidticos como: umidade, pH,
matéria organica, nitrogénio, carbono, fésforodpsio, e calcio do solo foi utilizada
uma analise de correlagdo de Pearson. Para asdaiéses citadas foi utilizando o

programa computacional SPSS 10.0.
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A frequéncia absoluta dos fungos rizosféricos denabundancia nas trés
areas foi comparada pelo teste do qui-quadradlo & diversidade dos fungos de
solo rizosférico das trés areas de estudo foi adalatravés do indice de diversidade
de Shannon-Wiener, e comparados pelo Teste-t,zartdo o programa
computacional Quantan versao 1997.

O indice de Shannon-Wiener (H), combina os compesenqueza e
uniformidade e atribui um peso maior as espéciess raexpressa a importancia
relativa de cada espécie e ndo apenas a propontdo espécies e individuos. O
indice de Shannon, como ficou consagrado, é ralatnmte independente do
tamanho da amostra e representa uma distribuicGoahodesde que, N seja um
namero inteiro (Odum, 1988 e Matos et al., 1999).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2, encontram-se as caracteristicas ragifals das colbnias
(textura e cor) e tipo de micélio dos fungos filamesos isolados do solo rizosférico
das trés areas de estudo. Os fungos de micéligil e@ycelia sterilia) ndo
formaram estruturas de frutificagdo em nenhum dessnde cultura utilizados
(BDA, agar V-8, agar de farinha de milho e agafadimha de aveia), portanto foram

classificados em cinco morfotipos.
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Tabela 2 Fungos rizosféricos isolados de amostktacias nas areas, A1 (mata),
A2 (intermediaria) e A3 (lavoura), durante os amles 2004 e 2005,
Venancio Aires, RS.

Fungos Cor Textura Micélio
Fusarium oxysporum Schlecht Branco, Rosa claro, Vinaceoou  afeltrada  Septado, hialino
purpura, verso branco, purpura ou
viniceo
Fusarium solani (Mart.) Sacc. Creme, verso creme aveludada Septalimo
Fusarium semitectum Berk. & Ravenel  Branco, péssego, verso péssego ltragife  Septado, hialino
Trichoderma harzianum Rifai Verde amarelado para verde escuroalgodonosaSeptado, hialino
verso incolor ou amarelo
Trichoderma koningii Oud. Verde escuro ou azulado, verso  algodonosaSeptado, hialino
incolor
Trichoderma viride Pres. ex S.F. Verde azulado, verso amarelado a&mptialino
Penicillium purpurogenum Stoll Verde escuro, verso purpura aveludada Septadlino
Penicillium citrinum Thom Verde acinzentado, verso amarelo caveludada Septado, hialino
alaranjado
P. simplicissmum (Oudemans) Thom Verde azulado, verso amarelogaliclgodonosaSeptado, hialino
Penicillium frequentans (Wehmer) Verde claro verso amarelado aveludada Septadmdial
Westling
Paecilomyceslilacinus (Thom) Samson  Lilas acinzentada, verso bege aflg@oSeptado, hialino
Paecilomyces sp. Rosa escuro, verso amarelado aveludada Septalifoo
Cladosporium cladosporoides (Fresen) Verde musgo, verso preto aveludada Septado, escuro
de Vries
Aspergillus fumigatus Fresenius Verde azulado, verso verde afeltrada ta@ejhialino
Aspergillus niger Van Tieghem Preto, verso bege a incolor aveludaBaptado hialino
Geotrichum candidum Link Branco a creme, verso branco cremosa Septéalno
Rhizopus stolonifer (Ehrenberg ex Fr.) Cinza escuro, verso cinza algodonaSanaocitico,
Lindner castanho
Mucor racemosus Fresenius Castanho acinzentado, verso cinza algeddCenaocitico,
castanho
Mycelia serila:
Morfotipo 1 Amarelo, versanco aveludada Septado, hialino
Morfotipo 2 Preto umid@&rso preto aveludada Septado, escuro
Morfotipo 3 Cinza clar®rso cinza aveludada Septado, hialino
Morfotipo 5 Branco, vels@nco algodonos&eptado, hialino
Morfotipo 7 Marrom, versege afeltrada  Septado, hialino

A freqUéncia absoluta dos fungos isolados nas #&gdsmata natural), A2
(area intermediéaria) e A3 (lavoura) durante o aad2@04 e 2005 encontra-se, na
tabela 3.
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Tabela 3 Fungos de solo rizosférico coletados remsd\1 (mata nativa), A2 (vegetacao intermedid&i&3 (Lavoura de fumo), durante o
ano de 2004 e 2005. Venancio Aires, RS

Janeiro/04 Maio/04 Setembro/04  Novembro/OJdneiro/05 Maio/05 Setembro/05 Novembro/05
Fungo Al A2 A3| A1 A2 A3 A1 A2 A3 Al A2 A3 A1l A2 A3Al1 A2 A3 |Al A2 A3 |Al A2 A3
Fusarium oxysporum 9 1 2|5 0 3|4 o0 2|2 3 2, 2 0 20 0 O 2 2 71T 26 24 4 3
Fusarium solani 0O 0 1|0 2 O|0O0 O O]|]O0O O O O 0 227 o o0 ( 2 3 3 0 4 12
Fusarium semitectum 2 2 0 |4 1 O 10 o o 0O O 74 0 O O O O 3 O o0 8 1 0 2
Trichoderma harzianum 0O 0O 1 |0 17 2 10 2 5| 0 4 4 O O 1 0 9 D O 13 0 10 18
Trichoderma koningii O o o|0O O O|]O O O[O O O 300 0 0 O 11 15 o o 0O O O
Trichoderma viride o o o|0o O oOo|O0O O Ol 0O O Of 0O O o o0 o (¢ 0O 0 40 O O O
Penicillium purpurogenum 6 70 132 2 Ol 3 5 3| 0 0 0o 4 o0 O 26 9 P 4 7 8 0O O O
Penicillium citrinum 13 2 2 |36 10 2 10 O 14 2 0 O O 3 1 O o0 D 15 0 G 1 2
P. simplicissimum 0O 0O O|O O O|O O OfjO0O O O0of O O o o o0 ( 0O 0 4 0O O O
Penicillium frequentans 0O 0O O|O O O|O O O] 3 O 0o 0 0 o o o0 ( 12 5 0 0O 0 O
Paecilomyceslilacinus 2 1. 03 0 0|12 O O, 0O 6 0O O O O O0 O b 0 O O 0O 0 O
Paecilomyces sp. 2 0 O0O|l0 O 0|0 O Of O O 0o 0 o0 d 0 4 D 0O 0 O 0O 0 O
Cladosporiumcladosporoides 2 3 0 (O O O} 0O O O} 1 2 0 12 5 0 0 0 ( 0O 0 O 0O 1 o0
Aspergillus fumigatus o o o|0o O O|O O O[O O O O O 1IB0O0O O T 0 o0 O 0O 0 O
Aspergillus niger o o o|o O oO|O O O[O O O 11 o 3 O 0 2 o0 o0 o 0O O O
Geotrichum candidum 0O 0O O|3 0O O|0O0 O 0|0 O O0of O O O o0 o0 (q 0O 4 12 0O 0 O
Rhizopus stolonifer 0O 0O O|O O 0|2 0 O 1 2 0 0 O 0O O 0 0O 0 O 0O 2 0
Mucor racemosus 0O 0O O|O O O|O O Oj]O0O O o0 2 0 o o0 o0 ( 0O 0 4 0O O O
Morfotipo 1 O 0O oO|O O Ol O O O0of O O o0 2 o0 7 0O O P 0 @ 2 2 2
Morfotipo 2 9 3 O 1 2 0| 2 O 0] 1 4 o0 0 4 ¢ 20 16 B3 @O 2 0O 0O O
Morfotipo 3 0 12 0|0 O O] O O O 1 3 0 0 4 ( 0 O D MO O 1 0 O
Morfotipo 5 1 2 0|0 2 6|0 O o0 2 2 3 0 0 -H 8 O D 15 8 0O O O
Morfotipo 7 0O 0O O|O O O] 0 O 1] o 2 0 O 0 @ 0O O D 0 @ 1 0 1
Colbnias 56 96 19| 54 36 1B 42 7 25 13 28 |16 42 1% |84 38 32| 72 47 115 40 27 33
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Os fungos que ocorreram com maior frequéncia na dreforam:
Penicillium citrinum (20,6%), Fusarium oxysporum (12,9%), P. purpurogenum e
Trichoderma koningii (12,6% cada um), fungos de micélio estéril de atgrd 2
(8,9%) e morfotipo 5 (7,0%) e aindga harzianum (5,4%). Na area 2 forarR.
purpurogenum (31,5%), T. harzianum (19,7%), fungo de micélio estéril de
morfotipo 2 (9,8%) e morfotipo 3 (6,4%p. citrinum (5,4%) eF. oxysporum
(5,1%). Na area 3F. oxysporum (20,0%), T. viride (13,3%), P. purpurogenum
(8,6%), T. harzianum (7,6%), P. citrinum e fungo de micélio estéril morfotipo 5
(7,3% cada um};. semitectum e F. solani (6,6% e 6,0% respectivamente).

Paecilomyces lilacinus e Paecilomyces sp. ndo ocorreram na area 3,
enquanto qué. fumigatus e P. simplicissimum s6 ocorreram na area 3 (em uma
coleta).

A figura 1 mostra o dendrograma relativo a sintdlade das areas segundo
as espécies de fungos isoladas. Comparando-se éas ateas, as maiores
similaridades com relacdo aos fungos séo encomstradtie as areas 2 e 3. Essas
areas sdo adjacentes e na época do plantio de aljhmas plantas invasoras da
area intermediaria (area 2) alcancam a lavoura @rePara chegarem até a lavoura
os trabalhadores passam pela area 2, inclusive apraquipamentos, portanto,
podem veicular fungos de uma area a outra. A aguehdva também pode levar
solo da area 2 para a area 3, devido a declividaderreno.
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Escala de disténcia

_ Objetos 0 5 10 15 20 Vil
Areas Num +----——--- S Frmrmmim e Fmmremm e e +

(mai/04) 6 —
(nov/04) 10 B
(set/04) 8 —
(nov/04) 12 —
(nov/04) 11 —
(jan/05) 14

{mai/05) 18 —
(jan/04) 3 1 L
(set/04) ¥l —
(set/04) 9

{mai/04) 5 —

(nov/05) 23 —
(nov/05) 24 —
(set/05) 20 —

(mai/05) 17
(3an/04) 1 —

(jan/05) 15 L
(nov/05) 22 :::]

(jan/05) 13 —————~ﬁ-—1——
(set/05) 19

(mai/05) 16
(mai/04) 4

(set/05) 21
(jan/04) 2

REERERERUERRORREELORRBRED

Figura 1 Dendrograma obtido da analise de agrup@mmeaerarquico (ligagdo meédia
entre grupos) utilizando as variaveis fungos rignsbs, isolados das areas: Al
(mata natural), A2 (Intermediaria) e A3 (lavourg)atir das coletas de janeiro,
maio, setembro e novembro de 2004 e 2005. Dist&madiana.
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4.3.1. Diversidade de fungos

Nas tabelas 4 e 5, encontram-se 0s resultadosuheldaticia, nUmero de
espécies e indice de diversidade dos fungos rizos$eisoladas em meio BDA a
partir dos fragmentos de raizes coletadas naare@s de estudos.

Na area 1 (mata nativa), a maior diversidade feieokada em janeiro e
novembro de 2004, embora, tenha ocorrido dominaaeiBenicillium citrinum e
Paecilomyces lilacinus em janeiro de 2004, também o numero de espécis, b
como a abundancia foram maiores nesse periodo. deerar diversidade foi
observada em janeiro e maio de 2005. Em janeird08& ocorreu dominancia de
Trichoderma koningii. Em maio de 2005, ocorreu a maior dominancia de
Penicillium purpurogenum e fungo de micélio estéril de morfotipo 2, sendte @nés
0 que apresentou ainda, a menor riqueza de espBeiggea 2 a maior diversidade
foi observada em novembro de 2004, onde tambénreacar maior nimero de
espécies. Ja a menor diversidade foi observadaetamisro de 2004, com a menor
abundéancia e menor riqueza de espécies e em jadeir2004, embora, tenha
apresentado a maior abundancia e, riqgueza de espéemelhante a novembro de
2004 essa area teve dominanciddpurpurogenum e do fungo de micélio estéril de
morfotipo 3. Na area 3 a maior diversidade ocoaeusetembro de 2005, embora,
tenha ocorrido dominancia dérichoderma viride, Fusarium oxysporum,
Geotrichum candidum e fungo de morfotipo 5, a mesma foi compensada pel
abundéancia e riqueza de espécies. Ja a menoridadgsocorreu em janeiro e
setembro de 2004, com dominanciaRigurpurogenum em janeiro eP. citrinum
em setembro de 2004.
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Tabela 4. Namero total de colbnias fungicas, riquaée espécies e indice de diversidade de ShannemeYyipara os fungos isolados de solo
rizosférico das areas Al (Mata nativa), A2 (areéermediaria e A3 (lavoura de fumo) em janeiro, magembro e novembro de 2004.

Venancio Aires, RS

Janeiro/04 Maio/04 Setembro/04 Novembro/04

Areal Area?2 Area3 Areal Area2 Area3 Areatea® Area3 Areal Area2 Area3
N (n° total de col6nias fungicas) | 56 96 19 54 36 13 42 7 25 13 28 16
S (riqueza de espécies) 9 9 5 7 7 4 8 2 5 8 9 4
H (diversidade de Shannon-Wiene&)77 1,50 1,50 1,73 2,09 1,83 2,62 0,86 1,77 2,87,053 1,84

Tabela 5. Namero total de colbnias fungicas, riquee espécies e indice de diversidade de ShannemeYyipara os fungos isolados de solo
rizosférico das areas Al (Mata nativa), A2 (areéermediaria e A3 (lavoura de fumo) em janeiro, magembro e novembro de 2005.

Venancio Aires RS

Janeiro/05 Maio/05 Setembro/05 Novembro/05

Areal Area2 Area3 Areal Area2 Area3 Areatea® Area3 Areal Area2 Area3
N (n° total de col6nias fungicas) |42 16 47 54 38 32 72 47 115 40 27 33
S (riqueza de espécies) 7 4 8 3 4 8 8 7 10 7 7 10
H’(diversidade de Shannon-Wiene)55 1,97 2,25 1,44 1,85 2,64 2,69 2,66 2,78 1,69,23 2 2,32
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Quando foram comparados os indices de diversidadghdnnon-Wiener
das trés areas ao longo dos dois anos de coletdiveasidade ndo diferiu
significativamente no Teste-t (p=0,05) (Tabela &)abundancia, a riqueza e a
diversidade das espécies fungicas isoladas, nemeegabalho ndo sofreram a acao
da sazonalidade, o que também foi observado nagpagentos por similaridade.
Provavelmente os resultados obtidos se devam aod&atque as trés areas estao
localizadas na mesma regido, portanto sujeitasn@ssnos fatores climaticos como
temperatura e precipitagdo. No entanto, a ocoéthafrusarium spp. ePenicillium
spp. foi influenciada pelas areas (Tabela Fusarium spp. pode ter sido
influenciado pelos tratos culturais da area 3, pegundo Wilberforce et al. (2003),
sua distribuicdo é facilitada pela aragéo do solo.

Tabela 6. Comparacdo entre as areas segundo e thelidiversidade de Shannon
para os fungos de solo rizosférico, isolados nés &reas (mata, area
intermediaria e lavoura) nos anos de 2004 e 208BaNcio Aires, RS.

Areas indice de Shanndn Interac&o Variancia Teste t
Al 2,17 a Al x A2 0,416 0,445
A2 2,02 a Al x A3 0,288 0,223
A3 211 a A2 x A3 0,323 0,294

Valores seguidos de letras distintas na colunaedifesignificativamente no Teste et £ 0,05); gl =
7

* valores médios
to,05, 7= 2,36

Tabela 7. FregUiéncia absoluta de fungos de salseféiico de maior ocorréncia nas
areas Al (mata), A2 (intermediaria) e A3 (lavousajados das coletas de
2004 e 2005, Venancio Aires, RS.

Fungos Area 1 Area 2 Area 3
Fusarium oxysporum 48 a 15b 60 a
Fusarium semitectum 17 a 3b 20 a
Trichoderma harzianum 20b 58 a 23 b
Trichoder ma koningii 45 a - 11b
Penicillium purpurogenum 45Db 93 a 26 C
Penicillium citrinum 77 a 16 b 22Db
Morfotipo 2 33 a 29 a 5b
Morfotipo 5 26 a 14 b 22 ab
*Fusarium spp. 67Db 27 c 98 a
*Trichoderma spp. 65 a 58 a 74 a
*Penicillium spp. 137 a 114 a 52b

Numeros seguidos por letras distintas na linhaedifieentre si, p = 0,05, pelo teste do X
* somadas todas as espécies desses géneros.
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Adler & Lew (1995) verificaram a distribuicdo depésies dd-usarium em
solos cultivados e solos néo cultivados. As espetiais representativas fordm
oxysporum, F. equiseti, F. solani, F. brachygibbosum e F. flocciferum. Os fungod-.
oxysporum e F. solani ocorreram com maior freqiiencia em solos cultivatiogue
em solos néo cultivados. O fundgo oxysporum foi o mais freqiente nos solos
pesquisados e com maior variabilidade em reladatoees climaticos. J&. solani
foi mais freqliente em areas umidas ou irrigadage@stados obtidos pelos autores
acima citados concordam em parte com os resul@lolidos no presente trabalho,
ondeF. oxysporum foi um dos fungo mais freqlientes nos solos peadas porém
ocorreu também com alta freqiéncia no solo da mataral. JaF. solani, teve
maior ocorréncia nas areas 2 e 3, com apenas upraéocia para a area 1,
concordando, assim, com o0s resultados obtidos pmltsres acima citados. A
dominancia déenicillium citrinum, P. purpurogenum e T. koningii no solo da mata
e deP. purpurogenum na area 2 concordam em parte com os resultadosteados
por Pandey et al. (2001), que verificaram a donur@arde fungos comdr.
pseudokoningii, T. koningii, Penicillium erythromellis, P. janthinellum e P.
raistickii, na rizosfera de plantas arbustivas de cha, eiasvicalidades da india.

No presente trabalho, embora a frequéncia absdrit&ichoderma spp.
tenha sido maior na area 3, ndo diferiu estatisérde entre as areas (Tabela 7). Na
area 3 (lavouraJrichoderma spp. vém sendo introduzidas, anualmente atrav&s da
mudas, pois em seu trabalho Weller (2004), obseaspresenca do fungo junto a
rizosfera de mudas de fumo apdés 60 dias no floatiogo de transplante das
mesmas para a lavoura. A frequénciaTdiehoderma spp. observada no presente
trabalho demonstrou que mesmo sendo introduzidambiente esse fungo se
mantém em equilibrio com as demais espécies pessantsolo. Segundo Kubicek
et al. (2003),Trichoderma spp. € um fungo de rapido crescimento, com capdeid
de utilizacdo de diversos substratos e resistgrania produtos quimicos nocivos.
Ocorre em varios solos como agricola, campinaesiar, pantano salgado e solos
desérticos em todas as zonas climaticas. Sdo desitores de madeira, de
materiais herbaceos e necrotréficos de decompesifmimarios. Para Harman et al.
(2004), a colonizacédo da rizosfera, poichoderma spp., promove o crescimento de
raizes e aumenta a produtividade, a resistén@&resses abidticos e a utilizacao de

nutrientes. Segundo os autores, o0s fungos condmemmpetentes na rizosfera séo
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aqueles que possuem a habilidade de colonizarseesrem associagdo com raizes

de plantas, caracteristica essa ja avaliada emmakyespécies derichoder ma.

4.3.2. Correlagdo entre fungos e variaveis abittisa

A dominancia ddrichoderma koningii na area 1, em janeiro de 2005, teve
correlagdo com o maior teor de matéria organicedeadurante esse més ocorreu a
menor precipitacdo total (30,1 mm) e maior tempeaaimédia (266 C). Ja a
dominéancia dePenicillium purpurogenum e do fungo de morfotipo 2 em maio de
2005, teve correlacdo inversa com o pH, isto éenanpH dessa area, favoreceu a
ocorréncia desses fungos. O fungo de morfotipové trrelagcdo direta com a
umidade. A precipitacdo total nesse més foi de2lBim e a temperatura média foi
16,1° C. A dominancia dé. citrinum em janeiro e maio de 2004, teve correlacdo
inversa com o teor de calcio. Nesses meses a tatnpemédia foi de 25,8 e 17,1
C e a precipitagéo total de 46,6 e 101,9 mm res@@cente.

Na area 2, a dominancia ¢k purpurogenum, em janeiro de 2004, teve
correlagdo positiva com o teor de fosforo e potasEssa area B. citrinum
apresentoiwcorrelacdo inversa com o pH. Ja a precipitacad foial6,6 mm e a
temperatura média foi 25,8.

Na area 3, em setembro 2005, a maior abundancidudgss totais e a
dominancia dé-. oxysporume do fungo de morfotipo 5, mostraram correlacaetdir
com a umidade do solo que foi a mais alta dessa &relominéncia df. viride
nesse periodo deve-se a introducdo do mesmo attagénudas, pois a maioria dos
bioformulados utilizados no substrato contém esg@é@e deTrichoderma. A
precipitacdo total nesse més foi 201,4 mm e a memoperatura média, 15,€.
Penicillium purpurogenum teve correlacdo direta com o teor de matéria acgan
fosforo e potassio e indireta com o carbono emijare setembro de 2004, com
temperaturas médias de 25,8 e 1€, 2respectivamente, ja a precipitacdo total foi de
46,6 e 205,1 mm respectivamente.

Vijaykumar & Narasimhain (1995) encontraram corgéta positiva entre a
populacdo de fungos isolados de solo e a umidadenekmo, a quantidade de

carbono organico e de fésforo disponivel.
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4.3.3. Andlises fisico-quimicas

A partir dos resultados obtidos no presente trahadbde-se verificar que,
as caracteristicas fisico-quimicas do solo nas &réas foram de maneira geral
favoraveis as exigéncias das plantas e dos micrsmas isolados do solo
rizosférico nessas areas. Nos paragrafos abaixamfodescritas as variaveis
ambientais que apresentaram alguma correlaca@ direindireta com os fungos de
maior ocorréncia no solo rizosférico.

Segundo Tomé Jr (1997), o pH do solo (pH de umaext&quoso do solo) é
um indice que fornece o grau de acidez ou alcalifddde um extrato aquoso do
solo. E utilizado como indicativo das condicbesagede fertilidade do solo. O
mesmo nos fornecera indicios das condi¢des quirdica®mlo. Para a classificacdo
de pH em &gua na proporcédo 1:1 é considerado taixo pH< 5,0; baixo de 5,0 a
5,5; médio de 5,6 a 6,0 e altd6,0. Valores de pH abaixo de 4,5 e acima de 7,5 no
solo, restringem bastante o crescimento das plaimdisando pobreza em calcio e
magnésio, altos teores de aluminio, alta fixagdofédéoro no primeiro caso e
deficiéncia de micronutrientes e ou excesso dergaisegundo caso. No presente
trabalho o pH do solo da area 1, variou de 5,8 4d&ixo a médio), na area 2 variou
de 6,2 a 6,9 (alto) e na area 3 de 5,2 a 5,8 (lmix@dio) sendo que, em maio de
2004, o mesmo apresentou um valor de 6,2 (altepEgalores encontram-se dentro
da faixa favoravel ao crescimento das plantas

A classificagdo quantitativa de matéria organica mestados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, os quais utilizammidade antiga para expressar o
teor de matéria organica é a seguinte: baixa;5 %, médio: 2,6 a 5,0 % e alto: >
5,0 % (Tomé Jr 1997). No presente trabalho os $edeematéria organica na area 1,
variaram de 6,6 a 10,7 %; na area 2, de 4,4 a €h&oarea 3, de 2,5 a 3,9 %.

O carbono orgéanico no solo, na area 1, variou 8@ 8,2, % (alto); na area
2, de 2,6 (médio) a 4,5 % (alto); na area 3, dealZ%3 % (médio), pois segundo
Tomé Jr. (1997), a classificacdo quantitativa mamoono organico nos estados de
Santa Catarina e Rio Grande do Sul é a seguinte kdl,4 %; médio de 1,5 a 3,0
% e alto >3%.

Segundo Tomé Jr. (1997), com relacdo aos teorddsfiero disponiveis
podem ser feitas somente as seguintes generalizagpeara qualquer extrator,

textura ou cultura um teor de fésforo menor que @gdmr’ serd baixo; b) para o
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extrator Resina independente da cultura, serdoobans teores menores que 6
mg/dnT e altos os maiores que 60 mgfii) para o extrator Mehlich, independente
do tipo de solo e da cultura teores de P menores3gmg/dm s&o baixos e altos
teores acima de 30 mg/dniNo presente trabalho foi utilizado o extrator Nitet
sendo que na &rea 1, os teores de P variaram @e6363mg/dm (médio), na area 2
de 1,4 (baixo) a 6,3 (médio) e na area 3, de 5éHimh a 37 (alto).

De acordo com Tomé Jr. (1997), os teores de potassicio e magnésio
trocaveis encontrados no presente trabalho pdrésadreas de estudo estdo altos.

SegundoTomé Jr. (1997), ndo existe uma analise de sola franecer
indices de nitrogénio disponivel para as plantadef3e calcular o N total com base
no teor de matéria organica, sendo o teor de No=de matéria orgénica x 0,05,
portanto a classificacado do teor de N total podeageesma adotada para os teores
de matéria organica (porém sem valor agronémica peavisdo das disponibilidade

desse nutriente para as culturas).

4.4.CONSIDERAQC~)ES FINAIS

As areas estudadas influenciaram a ocorréncia dgou rizosféricos,
principalmente d&usarium spp.,Penicillium spp. eTrichoderma spp.

Mesmo com a alta freqliéncia @ oxysporum as plantas das areas de
estudo, no presente trabalho nédo apresentaranmsistde doencas causadas por
esse fungo ou por outros fitopatdbgenos. A coloiiaaga rizosfera por linhagens
nao patogénicas de oxysporum tem controlado racas patogénicag=dexysporum
em varias culturas (Whipps, 2001). No entaftopxysporum é considerado um
patdgeno oportunista, e pode vir a se tornar ageess ocorrer algum desequilibrio.
Vale ressaltar ainda que, uma raca patogénica pmader ou ganhar essa
caracteristica por mutagdo, mas pode recuperarsenanpor processos naturais de
recombinacdo somatica como heterocariose e cictaspaxual. Ainda segundo
Azevedo (1999), por processos, mediados por el@wmemtansponiveis, 0s
transposons, que conseguem transferir genes dentemtre espécies distintas
naturalmente.

Os resultados obtidos no presente trabalho denapmstue: existe um
equilibrio entre os fungos potencialmente patogénie os antagonistas nas trés
areas estudadas.
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A presenca de fungos antagonistas cdmachoderma spp. ePenicillium
spp. (produtores de antibiéticos) no solo rizostérdas areas de estudo esta

relacionada ao equilibrio encontrado nessas areas.



CAPITULO IV

5. Comunidades fungicas endofitica e epifitica eméis Ecosistemas

5.1. Introducgao

Os fungos podem habitar a superficie das planta® @pifiticos e também
o interior das mesma como endofiticos. Segundo éde\1998); Azevedo (1999);
Peixoto-Neto et al. (2002) e Maccheroni Jr. et (@004), a distingdo entre
endofiticos, epifiticos e patégenos tem significaubamente didatico. E dificil
estabelecer os limites para discriminar cada categoao existe um claro limite
entre grupos e sim um gradiente entre eles. Azewtdal. (2000) ampliaram a
definicAo de microrganismos endofiticos, para mganismos que habitam o
interior de tecidos vegetais sem causar danos g@eleiro e sem formar estruturas
externas visiveis.

Fungos e bactérias endofiticos vivem em mutualissomm as plantas
hospedeiras, recebendo nutrientes e produzindoastogpquimicos, como enzimas,
fitohorménios, alcal6ides e antibidticos, entrerosit que protegem e auxiliam a
planta em certas condigbes de estresse causaddaltpode &gua, presenca de
substancias toxicas, ataque de patdgenos ou desnmmga; podem ainda produzir
compostos de importancia biotecnolégica, como eagim farmacos (Azevedo,
1998; Azevedo et al. 2000; Peixoto-Neto et al.,20accheroni Jr. et al., 2004).
Portanto, o conceito de microrganismos endofitic@® se limita a posicdo dos
mesmos em relagdo aos hospedeiros mas também &ofuqge esses
microrganismos exercem no interior do vegetal. Goné Peixoto-Neto et al.
(2002), diversos fungos endofiticos estdo, taxonamente, relacionados a
fitopatogenos dos mesmos hospedeiros. Um exemplo fingo endofitico
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Guignardia mangiferae (Sin. G. endophyllicola), o qual ¢é relacionado,
filogeneticamente, &. citricarpa, causador da mancha preta dos citros. Por outro
lado, a mutacdo de um gene transformou uma linhagetogénica de
Colletotrichum magna em uma linhagem endofitica. Dependendo da raca
fisioldgica, Fusarium oxysporum pode ser isolado, como endofitico ou como
patégeno, causador de murcha em tomate. A linhay@mlenta pode ser utilizada
para controlar a murcha, causada pela linhagertertaudoF. oxysporum.

Os fungos epifiticos habitam a superficie da pldmispedeira e podem
apresentar interagdo mutualistica, impedindo an@dgdo por microrganismos
patogénicos, ou ainda produzir substancias quaravé herbivoria por insetos e
mamiferos. Nesse tipo de interacdo, o fungo tamiéérneneficiado com os
carboidratos exsudados pela planta. Fungos ermafitiodem, inicialmente, habitar
a superficie da planta como epifiticos e, apésmldempo, penetrar através de
estbmatos ou ferimentos. Os fungos patogénicos @ampodem colonizar a
superficie da planta e, posteriormente, causareagdn A maioria dos fungos séo
saprofitas, porém alguns sé@o parasitas, os quatanafo desenvolvimento das
plantas hospedeiras e podem causar a morte das asieshs populagbes
microbianas do solo, do rizoplano e do filoplanerglofiticas interagem com as
plantas. Os sistemas intensivos de producdo agripadem causar desequilibrio
entre essas diferentes populacdes, favorecendalmeéscimento e desenvolvimento
dos fungos fitopatogénicos (Maccheroni Jr. et28lQ4). Os fungos fitopatogénicos
constituem um amplo e heterogéneo grupo de mian@ges que desempenham
importante funcéo tanto na agricultura como naswodades naturais de plantas.
Possuem uma grande variacdo em sua estratégidae vio modo pelo qual esses
fungos interagem com seus hospedeiros. As esiagtétg interacdo variam de
infeccbes que podem levar o hospedeiro rapidamenterte para uma discreta
lesdo cujo efeito individual é limitado (Burdon &lkS 1997). Segundo Azevedo
(1998), dependendo das condicdes ambientais oura@des com outros
microrganismos, isolados patogénicos podem flignge a colonizacdo endofitica e
nao apresentar sintomas. Sendo assim, quando gaaismos endofiticos séo

isolados, pode-se estar isolando também um patdgtmde desse hospedeiro.



49

5.1.1. Fumo(Nicotiana tabacumL.)

Segundo Willani (2004), no Brasil o fumo é cultivagm pequenas
propriedades. Como o cultivo ocorre ano ap0s aa® nmesmas areas, a rotacao de
cultura tem sido insuficiente no que se refere aoajo de doencgas.

O sistema de producdo de mudas de fumo usandonaldg float,
constituido por bandejas de isopor, que flutuanuema lamina de agua de 8 cm de
altura, previamente fertilizada, representa quase @ totalidade de mudas
atualmente produzidas. Além de eliminar o uso doni&to de metila, na
esterilizagcdo dos canteiros, essa técnica tem qaojpi mudas de boa qualidade
(Massola Jr. et al., 2005).

O fumo é semeado em maio, transplantado em agastembro e colhido
no periodo de dezembro a fevereiro. As mudas, apésneadura levam cerca de 60
dias para atingir o tamanho necessario para oipjargssa fase o controle de pragas
e doencgas é€ intensivo. As mudas sdo transplanpaiasa lavoura, ja com a area
adubada. A colheita das folhas € iniciada cerc@Qddias apds o plantio. Durante
essa etapa, o crescimento deve ser monitoraddizadEao controle integrado de
pragas e doencas, a retirada das flores para meéésmnvolvimento das folhas,
aumentando, assim seu peso e qualidade (Dese, 2003

Os principais tipos de fumo cultivados no Brassltde relacionados com a
finalidade a que se destinam, sendo os mais regatis®s: Estufa (Virginia e
Amarelinho); Galpao (Burley, Comum, Maryland e Dafriental (Izmir, Basma e
Gavurkoy); Charuto (Brasil Bahia e Sumatra), AragaafAraparica e suas sele¢des)
e Corda (Tieté, Minas, Ouro de Minas e Goiano) @dksJr. et al., 2005).

Segundo Shew & Lucas (1991), as doencas resultamtei@cao entre
patdgenos, fatores ambientais e hospedeiros semisetDs patdégenos do fumo
incluem fungos, bactérias, virus, nematodides e plasmas. O fumo € resistente a
muitos patdgenos que ocorrem na natureza. Entoetanatis do que 50 organismos

atacam essa planta e utilizam raizes, ramos oada@bmo fonte de alimento.

5.1.2. Doengas causadas por fungos e oomicetos amd

Shew & Lucas (1991) citam os seguintes fungos chiwrsa de doencas em
raizes e caules de plantas de fuPloytophthora parasitica Dastur varnicotianae
(Breda de Hann)Pythium ultimum Trow var. ultimum e P. aphanidermatum
(Edson) Fitzp.,Thielaviopsis basicola (Berk e Broome) FerrarisSclerotium rolfsii
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Sacc. (teleomorfoAthelia rolfsii (Cruzi) Tu & Kimbrough),Rhizoctonia solani
Kihn (teleomorfo: Thanatephorus cucumeris (A.B. Frank) Donk), Fusarim
oxysporum Schlected. ex Fr. f.smicotianae (J. Johnson) W.C. Snyder & H. N.
Hans., Verticillium dahliae Kleb., Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich,
Olpidium brassicae (Woronin) P.M. Dang. exlerotinia sclerotiorum (Lib.) de
Bary. Willani (2004) e Massola Jr. et al. (2005gsthcam ainda o provavel
complexo de fungos causadores do amarelao prinogree em fumo do tipo Burley
(Phytophthora spp., Fusarium oxysporum f.sp. nicotinianae, Rhizoctonia solani e
Pythium spp.).

Embora existam varios estudos sobre fitopatossistemgricolas, os
mesmos estao direcionados basicamente a determsinaltiaras, visando o controle
imediato dos fitopatdgenos. Poucas sdo as pesqgisasbuscam verificar se
realmente determinados patdégenos podem agir coor maimenor intensidade nos
diferentes ecossistemas e se a diversidade dosasgsmde realmente ser alterada
em funcdo de modificagdes introduzidas no ambigdtpresente trabalho teve por
finalidade verificar se diferentes ecossistemaspothterferir sobre a diversidade
de fungos endofiticos e epifiticos e se esta mitéricia pode modificar a atuagéo de
determinados fungos sobre os vegetais das areadadas, isso €, verificar se
ocorrem diferencas significativas entre diferergesssistemas (area de producéo
agricola, area de influéncia humana moderada auzical e area naturais) sobre a
ocorréncia de fungos endofiticos e epifiticos. @siltados obtidos poderdo servir
de subsidios a programas de manejo de ecossistgriaslas, principalmente, aos
fitopatossistemas.

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Local de coleta

As amostras foram coletadas de maneira sistem@ticama propriedade
rural situada na cidade de Venancio Aires, RS6@83"S e 5219'19”0 e altitude
de 210 m). O solo é do tipo Argissolo Vermelho-Aedaraluminico alissolico —
PVAa 2, pertencendo a Unidade Vera Cruz (EMBRAPAPRPGN 1999). A
propriedade de 5 hectares esta dividida em tr@s &mmo segue.

Area 1, de 2 hectares, com mata nativa (destinadesérva). A mata

apresenta-se em um estigio secundario de regeoerag@lo como espécies
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predominantes no estrato arbéreo a guajueagonula americana L.), o jeriva
(Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman), o camboata-vermelf@upénia
vernalis Camb.) e a canela-fedorenhe¢tandra megapotamica (Spreng.) Mez.). No
estrato das arvoretas ocorrem com mais frequérnchalechal Allophylus edulis (A.
St.-Hil.) Radlk.), topete-de-cardeaCdlliandra tweediei Benth.), e os catiguas
(Trichilia elegans A. Juss. €T. claussenii C.D.C.). Criciima Chusquea sp.), café-
do-mato Psychotria cf. carthagenensis Jacq.) e flor-de-fogoR{ellia angustifolia
Sw.) sdo as espécies mais comuns no estrato aduEtn meio a essas, existe
alguns cipés como a rapa-canelByttneria australis A.St. Hil.), cip6-escada-de-
macaco Bauhinia macrostachya (Raddi) Macbride) e o espordo de gaBelfis cf.
tala Gill. ex Planch.) (De March, 2005, comunicacacspes.

Area 2, de meio hectare, adjacente & cultivadae gmedominam algumas
plantas invasoras como: leiter&uphorbia heterophylla L.), milhd Qigitaria
horizontalis Willd.); papué Brachiaria plantaginea (Link) Hitchc.); corda de viola
(Ipomea grandifolia (Dammer) O’Don.); picao pretoBidens pilosa L.); maria
pretinha Solanum americanum Mill.); trapoeraba Commelina benghalensis L.);
poaia-branca Richardia brasiliensis Gomez), guanxumaS(da rhombifolia L.),
sendo estas encontradas também na lavoura, e teecultivadas como uva-do-
japdo Hovenia dulcis Thunb.). As plantas invasoras foram identificadagundo
Benetti (2004, comunicagao pessoal) e Lorenzi (1994

Area 3 de 1 hectare, destinada ao cultivo de fumaseentre safras milho.
No ano de 2004 nao foi plantado milho devido aagstn, e em 2005 o milho
plantado ainda, devido a estiagem foi utilizado copasto para os animais. As
mudas de fumo foram transplantadas em agosto csaloopreviamente adubado
com 800 kg de NPK (10:16:18) e 500 kg de salitt@la&Voura ndo foram utilizados
fungicidas, somente os inseticidas a base de Acefahidacloprid.

O fumo cultivado foi do tipo Virginia sendo que astivares utilizadas
foram RG-8 em 2003 e 2004 e em 2005 a cultivar &-&3ta ultima resistente a
nematoides. As mudas foram produzidas pelo sistemaicom um formulado de
Trichoderma spp. adicionado ao substrato na proporcdo de @ dgksubstrato. Os
fungicidas utilizados ndloat foram a base de Iprodione e Propineb. O milho
cultivado na éarea foi o hibrido precoce AG 122, eradamente tolerante a
fusariose Physopella zea, Phaeosphaeria maydis e a doencas de colmo e tolerante a
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Peronosclerospora sorghi, Helminthosporium turcicum e H. maydes, Cercospora
sp. e doencgas de graos (EMBRAPA-CNPMS, 2006).

E importante salientar que existe um pequeno dedo/solo da mata em
direcdo as areas intermediaria e lavoura, portadtoha possibilidade de solo da

lavoura chegar até a mata com agua da chuva.

5.2.2. Amostragem

As amostras foram coletadas, sistematicamente @ Hadn ao longo de
transectos de 30 m em cada area. As coletas faalmzadas nos meses de janeiro
(antes do final da colheita do fumo), maio (épooacdltivo de milho), setembro
(ap6s o transplante do fumo para a lavoura) e nbkeifiase adiantada do cultivo
do fumo) de 2004 e de 2005. Portanto, na primeiraséragem, as raizes de fumo
coletadas foram do cultivo de 2003. Na &rea de matava foram coletados
fragmentos de raizes de guajuvira, na area inteamadaizes de uva-do-japao e na
lavoura raizes de fumo e de milho, este Ultimo oleta de maio de 2005. As
amostras de segmentos finos de raizes dos vedetarm colocados em sacos
plasticos, etiquetados e transportados ao labavatérMicrobiologia Fitopatoldgica
do Departamento de Fitossanidade da Faculdade m&dmia, UFRGS.

5.2.3. Isolamentade fungos endofiticos e epifiticos de raizes

Pedacos de raizes foram lavados, separadamentédgeancorrente. Os
segmentos de, aproximadamente 8 cm, foram colocpdo4 minuto, em &lcool 70
%, transferidos por mais 2 minutos para solucabigeclorito de sédio 3 %, mais
30 segundos para élcool 70 % e, entdo enxaguadssvduzes, em agua destilada
esterilizada. Aliquotas da ultima agua de enxagient plaueadas em meio de
BDA (Batata 200 g, dextrose 20 g, agar 15 g, pHA)Os a desinfestacdo as
extremidades dos fragmentos foram cortadas e @edacos de 1 cm de raizes
foram depositados sobre o meio de cultura, em plaeaPetri. O restante dos
fragmentos (lavados em agua corrente ndo desidegtaforam cortados em
pedacos de 1 cm cada e depositados em placas dormteneio referido, para isolar
fungos epifiticos. Os isolamentos foram realizadosnaximo até 24 horas apos a
coleta do material. As placas foram incubadasid 2€ e, ap6s oito dias, os fungos
flamentosos foram repicados, para obtencdo derasltaxénicas. (Araujo et al.,
2002). A partir das culturas axénicas foram obticldturas monosporicas para 0s

fungos que esporularam e de fragmentos de hifaa par fungos que néo
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esporularam. Suspensdes de esporos ou fragmentbgadeforam semeados em
agar-agua e ap6s 24 horas os tubos germinativasnforansferidos para placas
contendo BDA, as placas foram incubadas #12€ durante oito dias. A obtenc&o
de culturas monospoéricas é importante, pois seg@uwuomerell et al. (2003), é
comum isolar mais do que uma espécie de fungosm@égs individuais de plantas.
Os fungos de micélio estéril foram inoculados nasos V-8 (extrato de
tomate 200 mL, CaC43B g, agar 20 g, pH 6,0), &gar de farinha de nfifatnha de
milho amarelo 60 g, agar 15 g, pH 6,0), agar delarde aveia (farinha de aveia
100 g, agar 15 g, pH 6,0), pois segundo Fernark93] fungos que nao esporulam

em outros meios, frequentemente esporulam nesses.

5.2.4. Identificagéo dos fungos

Os fungos foram classificados de acordo com suasctesisticas
morfoldgicas, como cor (segundo Rayner, 1970) &utexdas colénias (conforme
Onions et al., 1981). Apoés, foram preparadas lasnio@am solucdo de floxina
(Floxina 1g, dgua destilada 100 mL). Sobre a lamimiadepositada uma gota da
solucdo de hidréxido de potassio 3 % mais uma dataolucdo de floxina e, com
agulha de niquel-cromo esterilizada, foram tram$ésr esporos e hifas para a
lamina, cobertos com laminula e observados ao suémo, no aumento 400x. Os
fungos foram identificados com auxilio de chavesdfd 1971; Onions et al., 1981,
Gams e Bissett, 1998). As culturas axénicas dogolsifioram mantidas em tubos,

contendo BDA e conservadas em geladeira.

5.2.5. Andlise dos dados

Para avaliar a similaridade entre as areas de@estud relacdo aos fungos
endofiticos e epifiticos foi utilizada a analise @grupamento hierarquico, pelo
método das ligacbes médias e a distancia euclidian® indice de similaridade
(dissimilaridade). E para avaliar o efeito de fatoabidticos como: umidade, pH,
matéria organica, nitrogénio, carbono, fésforo@psio, e calcio do solo foi utilizada
uma analise de correlagdo de Pearson. Para aswdalses citadas foi utilizando o
programa computacional SPSS 10.0.

A frequéncia absoluta dos fungos endofiticos e itequé de maior
abundancia nas trés areas foi comparada pelo testQui-quadrado xf), a

diversidade dos fungos endofiticos e epifiticos tdés areas de estudo foi avaliada
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através do indice de diversidade de Shannon-Wienegmparados pelo Teste-t,
utilizando o programa computacional Quantan vei$&y.

O indice de Shannon-Wiener (H), combina os compesenqueza e
uniformidade e atribui um peso maior as espéciess raexpressa a importancia
relativa de cada espécie e ndo apenas a propont@o espécies e individuos. O
indice de Shannon, como ficou consagrado, é ralatnmte independente do
tamanho da amostra e representa uma distribuicGoahodesde que, N seja um
namero inteiro (Odum, 1988 e Matos et al., 1999).

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 8 encontram-se as caracteristicas mgifal® das colbnias
(textura e cor) e tipo de micélio dos fungos filatesos isolados como endofiticos e
epifiticos de amostras de raizes coletadas nasateas de estudo. Os fungos de
micélio estéril Mycelia sterilia) ndo formaram estruturas de frutificagcdo em nenhum
dos meios de cultura utilizados (BDA, agar V-8,r&mfarinha de milho e 4gar de
farinha de aveia), portanto foram classificadosseta morfotipos.

O fungo de morfotipo 4, foi isolado como endofitieo epifitico de
fragmentos de raizes de guajuvira ou de uva-dmjepsd cresceu ha presenca dos
fragmentos dessas raizes, isso é, sO cresceu quarfdmgmento da raiz foi
transferido junto com o in6culo da placa originakg outra placa contendo meio
BDA. Nos meios agar V-8, agar de farinha de milregear de farinha de aveia ndo

houve crescimento nem mesmo na presenca das raizes.
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Tabela 8. Fungos endofiticos e epifiticos isoladesraizes coletadas nas areas, Al
(mata), A2 (intermediaria) e A3 (lavoura), duraogeanos de 2004 e 2005,
Venancio Aires, RS.

Fungos

Cor Textura Micélio

Fusarium oxysporum Schlecht

Fusarium solani (Mart.) Sacc.
Fusarium semitectum Berk. &
Ravenel

Fusarium sp.

Trichoderma harzianum Rifai

Trichoderma koningii Oud.

Trichoderma viride Pres. ex S.F.
Penicillium chrysogenum Thom

Penicillium purpurogenum Stoll
Penicillium citrinum Thom

P. simplicissmum (Oudemans)
Thom

Penicillium frequentans
(Wehmer) Westling
Paecilomyceslilacinus (Thom)
Samson

Paecilomyces sp. Bainier
Cladosporium herbarum (Pres.)
Link ex S.F. Gray
Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goidanich

Pythium oligrandrum Drechsler

Pythium sp.

Aspergillus flavus Link
Aspergillus fumigatus Fresenius
Aspergillus niger Tiegh.
Geotrichum candidum Link
Rhizopus stolonifer (Ehrenberg
ex Fr.)

Lindner

Mucor racemosus Fresenius

Absidia sp

Mycelia sterila:
Morfotipo 1
Morfotipo 2
Morfotipo 3
Morfotipo 4

Morfotipo 5
Morfotipo 6
Morfotipo 7

Branco, Rosa claro, Vinaceo ou afeltrada
purpura, verso branco, purpura ou
vinaceo

Septado, hialino

Creme, verso creme aveludada Sepiatioo
Branco, péssego, verso péssego afeltrada Septatioph
Amarelo, verso amarelado aveludada Septado, hialino

Verde amarelado para verde escuralgodonosa
e verso incolor ou amarelo
Verde escuro ou azulado, verso
incolor

Verde azulado, verso amarelado

Septado hialino
algodonosa Septado hialino

a&mptialino

Verde acinzentado, verso aveludada Septado, hialino
amarelado

Verde escuro, verso parpura aveludada Septaadlino
Verde acinzetado, verso amarelo aveludada  ta@ephialino
Verde azulado, verso amarelo algodonosa Septado, hialino
pélido

Verde claro verso amarelado aveludada Septadmdial
Lilas acinzentada, verso bege algodonosa Septatiodi

Rosa escuro, verso amarelado aveludadaSeptado hialino

Verde musgo, verso preto aveludada Septado, escuro
Preto, verso preto afeltrada Septado, escuro
Branco acinzentado algodonosa Cenaogitico
hialino
Branco acinzentado algodonosa
Verde amrelado, verso verde
Verde azulado, verso verde afeltrada ta8eialino
Preto, verso bege a incolor aveludada Sepdtilino
Branco a creme, verso branco cremosa Septéalmo
Cinza escuro, verso cinza algodonosa Cenaocitico,

castanho claro

Castanho acinzentado, verso cinza  algedo  Cenocitico,
castanho
Castanho, verso bege algodonosa Cenaocitico,
castanho
Amarelo, gerbranco aveludada Septado, hialino
Preto iumiderso preto aveludada Septado, escuro
Cinza clarerso cinza aveludada Septado, hialino

Cinza escubordas esverdeadas afeltrada
Verso preto

Septado, escuro

Branco, veittsranco algodonosa Septado, hialino
Bege, velmge afeltrada Septado, hialino
Marrom, verbege afeltrada Septado, hialino
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5.3.1. Fungos endofiticos

Na tabela 9 encontram-se os fungos endofiticoadssl nos meses de
janeiro, maio, setembro e novembro de 2004 e 260%&s areas. Na area 1 (mata
nativa) predominaram os fungos de micélio estérirfatipo 4 (41,2 %),
Trichoderma harzianum (17,6 %), Fusarium oxysporum, fungo de micélio estéril,
morfotipo 2 (10,2 %) &. semitectum (8,0 %). Na area 2 (area intermediafia)
oxysporum (21,1 %),F. semitectum (14,1 %), T. koningii (13,0 %),Macrophomina
phaseolina (13,0 %), fungos de morfotipo 4 (11,4 %) e mogot (10,8 %). Na
area 3 (lavoura) como endofiticos, os fungogxysporum (38,2 %),M. phaseolina
(21,5 %),F. semitectum (14,6 %),T. harzianum (6,4 %) e morfotipo 3.

Fusarium solani e M. phaseolina ndo foram detectados na area 1 e o
morfotipo 4 ndo ocorreu na areaRenicillium chrysogenum foi isolado somente
uma vez e como endofitico na area 3.

A figura 2 mostra o dendrograma relativo a sintdlade das areas segundo
as espécies de fungos endofiticos isoladas. Conghaise as trés areas, as maiores
similaridades s@o encontradas entre as areas ikt 2 area de mata nativa e area
intermediaria. Embora, a mata tenha um numero n@déorspécies vegetais e
distintos dos encontrados na area intermediarsa, €milaridade pode ser explicada
em parte, pelo fato de que os fungos foram isoldégslantas perenes nessas areas.
Na mata foram isolados de raizes de guajuvira &ea intermediaria de raizes de
uva-do-japdo. As amostras foram coletadas semm@emesmas plantas variando
apenas a época da coleta. Nao ha interferénci@ aveproposital do homem sobre
as plantas da area 2, as ervas daninhas, embara sajais, permanecem nessa
area de um ano para o outro, isto é, suas sent®esN0 Solo e voltam a germinar,
completando assim seu ciclo, sem renovacdo gendfiaaa lavoura, as amostras de
raizes foram coletas de fumo (nos diferentes estagie desenvolvimento),
cultivares diferentes em cada ano de coleta e tarrd@ milho (maio de 2005).
Portanto, houve troca de hospedeiro vegetal.
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Tabela 9 Fungos endofiticos isolados das coletadssareas Al (mata nativa), A2 (vegetacdo inteidn@jlie A3 (Lavoura de fumo),
durante o ano de 2004 e 2005. Venancio Aires, RS

Janeiro/04 Maio/04 Setembro/04  Novembro/Jdneiro/05 Maio/05 Setembro/05  Novembro/05
Fungos Al A2 A3 A1 A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 ABAl1 A2 A3 |Al A2 A3| Al A2 A3
Fusarium oxysporum 6 6 8 (2 3 133 4 9| 1 5 1831 2 11 2 12 B 1 0 |11 4 716
Fusarium solani o o o|l0O 5 0|0 4 0|0 O 1, 0 0o 22 0o o0 O 0 p O 0 1
Fusarium semitectum 5 4 6|0 9 9|0 2 3|1 2 4 5 3 22 4 2 % 0 2 p 0 2 3
Trichoderma harzianum o 2 0|3 0O 0|12 5 6| 4 1 o0 3 4 0O 1171 3 6 0 O B3 0 0 o0
Trichoderma koningii o o o|l0O O 1,0 O Oj O O O O 0 0o 0 o0 4 24 p 0O 0 O
Trichoderma viride o o o|l0O O OO O O[O O Of O 0 0o 0o o0 O 0O p 2 o0 O
Penicillium chrysogenum o 0o o|l0O O OO O O[O O Of O 0 1§§¥ 0o o0 ( O 0O b O O O
Macrophomnaphassolina 0 O O (O 8 2|0 4 7| 0 4 8 0O O 7 O 5 66 0 0 p 0 3 24
Pythium sp. O o 3/]0 O O] 0O O Of O O O o0 o0 (q o o p O O 0o o o
Morfotipo 1 o o of(0O O O|O O O O O o 0 o0 1 2 0 D 0 11 (1 0 O
Morfotipo 2 0O 1 03 O 0|5 0 2, 3 9 0o 4 2 2 6 1 0 ® (2 2 0
Morfotipo 3 O o OO O O|O O 6/ 0 O 4 0 o0 4 0O O 1 0O @ (0 O O
Morfotipo 4 0O 0O 0|10 3 0| 8 2 0| 4 5 0o 8 1 1 6 D 28 0 (22 4 O
Morfotipo 5 O o O3 1 0|0 O 2| 2 3 0o 1 o0 ¢ 0o 1 1 0O @ (2 0 O
Morfotipo 6 o o of(0O O O|O O O O O o 0 o0 1 0O O D 0 @ (0 O O
Morfotipo 7 O 0 0|2 O 0|2 0 0/ 1 0 o 0 o0 ¢ 0O O D 0 @ (1 0 o
Fragmentos 11 13 17 23 29 25 30 21 35 16 39 (26 22 29|22 35 28| 29 27 29 34 18 44
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y Objetos 0 5 10 15 20 25
Areas Num fose———mme tmmm ER = R HESEaEn +

Al (jan/04)

A2 (jan/04)

A3 (jan/04)

A2 (jan/05) 23
Al (nov/04) 10
{(jan/05) 14
(set/04) 8
(set/05) 21
(mai/04) 4
(jan/05) 13
(nov/04) 11
(mai/05) 17

}

7]

:I_I_

i
= fthky

T

EERR

(set/04) 9
(mai/05) 18
(mai/04) 6
(mai/04) 5

(set/04) 1 :::::I—*~————
(mai/05) 16

(set/05) 19
(nov/05) 22
(nov/05) 24
(set/05) 20

REEZZEREEEEERRBE

Figura 2 Dendrograma obtido da analise de agrup@mmeaerarquico (ligagdo meédia
entre grupos) utilizando as variaveis fungos etidof, isolados das areas: Al
(mata natural), A2 (Intermediaria) e A3 (lavoura)partir das coletas de
janeiro, maio, setembro e novembro de 2004 e ZDB%ncia Euclidiana.
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5.3.2. Fungos epifiticos

Na tabela 10 encontram-se os fungos epifiticoogtano) isolados nos
meses de janeiro, maio, setembro e novembro de@@085 nas trés areas. Na area
1 (mata nativa) predominaram harzianum (22,7 %), T. koningii (14,3 %), F.
oxysporum (12,7 %), F. semitectum (10,3 %), Rhizopus stolonifer (7,3 %) e
Penicillium citrinum (7,5 %). Na area 2 (area intermedidRapxysporum (27,5 %),
T. harzianum (21,7%)F. semitectum (11,6 %),P. citrinum (9,3 %),R. stolonifer (7,3
%), M. phaseolina (6,9 %). Na éarea 3 (lavourd}. oxysporum (25,4 %), T.
harzianum (25,1 %),F. semitectum (11,3 %),M. phaseolina (9,3 %)e morfotipo 2
(5,1 %).

Pythium sp. foi isolado de amostras da area 3, em duasasoé na area 1
em uma coletaPenicillium purpurogenum, Cladosporium herbarum, Aspergillus
fumigatus, A. niger, Mucor racemosus (uma ocorréncia na area 2psidia sp. (duas

ocorréncias na area Bythium oligandrum (duas ocorréncias na area 3 e uma na

area 2)

A figura 3 mostra o dendrograma relativo a sintlade das areas segundo
as espécies de fungos isoladas. Comparando-se éas ateas, as maiores
similaridades com relacdo aos fungos epifiticog,e&ontradas entre as areas 2 e
3. Essa similaridade se deve em parte ao fato eéeaguduas areas sdo adjacentes e
na época do plantio de milho algumas plantas imeasda area intermediaria (area
2) alcancam a lavoura (area 3). Para chegarem &&oara os trabalhadores
passam pela area intermediaria, inclusive com agpamentos, portanto, podem
veicular fungos de uma area a outra. A dgua daactambém pode levar solo da
area 2 para a area 3. Os fungos epifiticos, enteaream interacdo com a planta,
sofrem uma maior agdo do ambiente externo, do gwndofiticos, principalmente

do solo.
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Tabela 10 Fungos epifiticos coletados nas area@mala nativa), A2 (vegetacdo intermediaria) e A8vflura de fumo), durante o ano de
2004 e 2005. Venancio Aires, RS

Janeiro/04 Maio/04 Setembro/04  Novembro/Jdneiro/05 Maio/05 Setembro/056  Novembro/05
Fungos Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3A1 A2 A3 |Al A2 A3| Al A2 A3
Fusarium oxysporum 10 9 |3 3 100 3 5 10 6 15 4 5 10 (12 62 22
Fusarium solani 0 0|0 O 0 ( 0O O B 0 O
1
3

=

Fusarium semitectum 10 0 6 4 2 2 4 2 2
Fusarium sp. 0O O 0 ( O p O O
Trichoderma harzianum 10 11
Trichoderma koningii 0
Trichodermaviride
Penicillium purpurogenum
Penicillium citrinum
Cladosporium herbarum
Macrophomina phaseolina
Pythium oligandrum
Pythium sp.

Aspergillus fumigatus
Aspergillus flavus
Aspergillus niger

Rhizopus stol onifer

Mucor racemosus

Absidia sp.

Morfotipo 1

Morfotipo 2

Morfotipo 3

Morfotipo 4

Morfotipo 5

Morfotipo 7
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Escala de distéancia
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Figura 3. Dendrograma obtido da anélise de agrupmigerarquico (ligacdo média entre
grupos) utilizando as varidveis fungos epifitice®lados das areas: A1l (mata
natural), A2 (Intermediaria) e A3 (lavoura) a padas coletas de janeiro, maio,
setembro e novembro de 2004 e 2005. Distanciadiach.
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Fusarium oxysporum predominou, principalmente na area 3, seguidb.de
semitectum Segundo Summerell et al. (2003), é comum isolars rdai que uma
espécie deFusarium de porcdes individuais de plantas. Entre as espéde
Fusarium, F. equiseti e F. semitectum sdo saprofiticos e podem ser considerados
invasores secundarios de tecidos doentes.

No presente trabalh®e. oxysporum foi isolado nas trés areas de plantas sem
sintomas de doenca. Para Edel et al. (2001) osdass! deF. oxysporum nao
patogénicos nao podem ser distinguidos dos patogg€nisomente pelas
caracteristicas morfolégicas e culturais, e siravéls de testes de patogenicidade.
Os isolados ndo patogénicos tém apresentado unilarglade genética muito alta
com os isolados patogénicos, sugerindo que elesnpalérivar um do outro. Estes
resultados corroboram com os resultados obtidosSgowgaard et al. (2002), que
avaliaram quarenta e nove linhagensFexysporum, isoladas da rizosfera e de
raizes de ervilha, algumas com sintomas de apodeatd. Os autores nao
encontraram correlagdo entre a estrutura filogeaétia patogenicidade para ervilha
segundo a origem geografica, e o substrato (soflamia) dos quais as linhagens de
F. oxysporum foram isoladas. Para os autores essa falta delagéio sugere que as
linhagens do complex. oxysporum causadoras de apodrecimento de raizes tenham
evoluido recentemente de um ancestral ndo patagénic que alguns desses
isolados tenham perdido sua habilidade para caaspodriddo de raizes. As
diferentes linhagens foram h&beis em infectar astas e viver como endofiticos ou
como parasitas em seus hospedeiros.

Segundo Willani (2004 )-usarium spp. sdo fungos de dificil controle em
mudas, principalmente no sisterft@at, onde as fontes de indculos sdo o solo e a
agua contaminados e bandejas reutilizadas. Na faweusarium oxysporum f.sp.
nicotinianae pode ser introduzido por mudas contaminadas.

Foi isolado tambérk. solani nas areas 2 e 3 como endofiticos e epifiticos.
Segundo Ulacio et al. (1997), embora esse fungesagoconsiderado um patégeno
de fumo, ndo se deve descartar a hipétese do meisracformar uma associacao
com infec¢cdes causadas pBythium sp., Phytophothora sp., M. phaseolina, R.
solani ou por outra espécie do généiasarium. Outro fungo fitopatogénico isolado
com alta freqiéncia foM. phaseolina, porém, segundo Shew & Lucas (1991) e
Massola Jr. et al. (2005), a podriddo do colo emoficausada padvl. phaseolina é

severa quando ocorre em periodos de temperatweaadek e déficit hidrico. No
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Brasil, segundo Massola Jr. et al. (2005), estagiecorre nos Estados da Paraiba
e Rio Grande do Norte, e é endémica em regides énddtivado fumo do tipo
oriental. Esse fungo, segundo Pereira et al (2Qfi)e causar doenga também em
milho, sendo 0 mesmo isolado no presente trabatmocendofitico e epifitico
também de raizes de milho em maio de 2005.

Foram isolados tambénythium sp. e P. oligandrum. Pythium sp.
geralmente ataca as mudas jovens causando tomlmantentanteiros e participa da
associagao com outros fungos causando o amarelgdaatas na lavoura (Willani,
2004; Massola Jr. et al. (2005). Paoligandrum é citado como micoparasita de
fitopatdgenos residentes no solo coMaticillium sp., Pythyum sp. e Fusarium
(Benhamou et al., 1997, Whipps, 2001).

Conforme Pereira et al. (2005), fungos coRythium sp.,Fusarium spp. e
M. phaseolina também causam doencas em milho. Sendo a Ultinsddeyada uma
doenca secundéria.

Trichoderma spp. . harzanum, T. koningii e T. viride) foram isolados
com alta frequiéncia, nas trés areas, principalmemteo epifitico na lavoura, este
antagonista segundo Bettiol & Ghini (2004), tem tomado o tombamento em
plantulas de fumo, causado pd@&ythium, Sclerotinia e Rhizoctonia com o
bioformulado a base dérichoderma cultivado em arroz. O produto final é
misturado ao substrato dlwat na proporcdo de 100 g/ 100 Kg de substrato. Nos
canteiros, o produto é dissolvido na agua e apicap6s a semeadura. Uma
aplicagdo é suficiente para o controle da doengto tao substrato, quanto nos
canteiros. Na lavoura avaliada no presente trababhmudas foram produzidas pelo
sistema ddloat como descrito acima, portanto sao transplantadas @ lavoura
com Trichoderma aderido as raizes e provavelmente também comditodalas
mesmas. Essa populacaoTiechoderma tem se mantido na lavoura, principalmente
como epifitico.

Também foram isolados fungos do génerenicillium, sendo P.
chrysogenum como endofitico de fumo €. purpurogenum e P. citrinum como
epifiticos, sendo esse ultimo abundante nas area®.1Cao et al. (2002), isolaram
de raizes de bananeirdysa acuminata) Gloesporium musae, Aspergillus sp.,
Penicillium sp. ePaecylomyces sp., 0s trés ultimos somaram 62% dos isolados. Os
autores salientam quaspergillus sp ePenicillium sp. sdo fungos frequentemente
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isolados do solo e produzem antibioticos que inilmecrescimento de patégenos

latentes come. musae, Deightoniella torula e Fusarium spp. em raizes.

5.3.3. Diversidade dos fungos endofiticos

Nas tabelas 11 e 12, encontram-se os resultadaButelancia, nimero de
espécies e indice de diversidade dos fungos emdsfiisoladas em meio BDA a
partir dos fragmentos de raizes coletadas naare@s de estudos.

Na area 1 (mata nativa), a maior diversidade feeokada em novembro de
2004, e a menor em janeiro de 2004 e setembro @8. ZBm janeiro de 2004
ocorreram s6 duas espéciBasarium oxysporum e F. semitectum e em setembro de
2005, além de ocorrem s6 trés espécies, houve damado fungo de morfotipo 4.
Na area 2 (intermediaria) a maior diversidade fisiesvada em novembro de 2004, e
a menor em setembro de 2005 quando houve menoezequde espécies e
dominancia delrichoderma koningii. Na area 3 (lavoura), foi observada a maior
diversidade em setembro de 2004 e janeiro de 20@5 meses de janeiro e maio de
2004 e novembro de 2005 foram obtidos os menomges de diversidade o
namero de espécies também foi menor nesses megey, gue em janeiro e maio
de 2004 houve dominéancia d¢e oxysporum e F. semitectum e em novembro de
2005 deF. oxysporum e M. phaseolina.

A dominancia dérusarium esté relacionada a periodos de alta pluviometria
ou antecedidos pela mesma. O que pode ser obsezvaganeiro de 2004, onde a
temperatura média foi de 25(8 sendo o mesmo, antecedido por um periodo de alta

precipitagcao.

5.3.4. Diversidade dos fungos epifiticos

Nas tabelas 13 e 14, encontram-se o0s resultadaButelancia, nimero de
espécies, indices de diversidade dos fungos ep#itsoladas em meio BDA a partir
dos fragmentos de raizes coletadas nas trés daressutios.
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Tabela 11. Numero total de colénias fungicas, dqude espécies e indice de diversidade de Shanmerek\para os fungos isolados como
endofiticos das areas Al (Mata nativa), A2 (aréerinediaria e A3 (lavoura de fumo) em janeiro, ma&embro e novembro de

2004. Venancio Aires, RS

Janeiro/04 Maio/04 Setembro/04 Novembro/04
Areal Area?2 Area3 Areal Area?2 Area3 Arealea® Area3 Areal Area2 Area3
N (n° total de col6nias fungicas) |11 13 17 23 29 25 30 21 35 16 29 23

S (riqueza de espécies) 2 4 3 6 6 4 6 6 7 7 7 5
H’(diversidade de Shannon-Wien)99 1,73 1,48 2,28 2,31 1,49 2,06 2,50 2,611 2,57,56 2 2,03

Tabela 12. Numero total de colbnias fungicas, rquee espécies e indice de diversidade de ShanmereMpara os fungos isolados como
endofiticos das areas Al (Mata nativa), A2 (aréerinediaria e A3 (lavoura de fumo) em janeiro, ma&embro e novembro de

2005. Venancio Aires, RS

Janeiro/05 Maio/05 Setembro/05 Novembro/05

Areal AreaArea3 | Areal Area2 Area3 AreaAtea2 Area3| Area Area2 Area3
N (n° total de col6nias fungicas) |22 12 29 22 35 28 29 27 29 34 18 44
S (riqueza de espécies) 6 5 8 6 7 7 3 3 7 7 5 4
H’(diversidade de Shannon-Wiene&2)26 2,18 2,45 2,09 2,48 2,42 0,78 0,60 2,44 1,7914 2 1,39
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Tabela 13. Numero total de colbnias fungicas, dqude espécies e indice de diversidade de ShanmereMpara os fungos isolados como
epifiticos das areas Al (Mata nativa), A2 (arearimediaria e A3 (lavoura de fumo) em janeiro, magembro e novembro de 2004.

Venancio Aires, RS

Maio/04

Setembro/04

Novembro/04

Areal Area?2 Area]

3 Areal Area?2 Ared

13 Area tea®? Area 3

Areal Area2 Area3

Janeiro/04
N (n° total de col6nias fungicas) | 26 27
S (riqueza de espécies) 5 5

H (diversidade de Shannon-Wien&)00 1,96

40
6

2,43

9

22 31

5 6

206 2,28

20 22 29

6 7
2,12,18 2 2,74

Tabela 14. Numero total de colbnias fungicas, dqude espécies e indice de diversidade de Shanmarekl) para os fungos isolados como
epifiticos das areas Al (Mata nativa), A2 (arearimediaria e A3 (lavoura de fumo) em janeiro, magembro e novembro de 2005.

Venancio Aires, RS

Maio/05

Setembro/05

Novembro/05

Areal Area?2 Area ]

3 Areal Area?2 Ared

13 Area tea®? Area 3

Areal Area2 Area3

Janeiro/05
N (n° total de col6nias fungicas) |31 25
S (riqueza de espécies) 9 7

H (diversidade de Shannon-Wien&)01 2,40

34

7

2,35

7

42 17
10 4
2,98 1,61

36 43 49
4 6 7

1,11,432 2,19
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A maior diversidade para os isolados epifiticoguds 1 ocorreu em janeiro
2005, e os menores indices ocorreram em novemb2d@e, nesse periodo houve
menor nimero de espécies e dominanciarddoder ma koningii. Na area 2 a maior
diversidade ocorreu em maio de 2004 e a menor eeirgade 2004 e setembro de
2005 e também o menor nimero de espécies. Emgaiei2004 houve dominancia
de F. oxysporum e T. harzianum e em setembro de 2005 dominancia Fle
oxysporum. Na area 3 a maior diversidade ocorreu em jaraE#r@005 e a maior
riqueza ocorreu em maio de 2005. A menor divergidadorreu em janeiro e
setembro de 2004 com menor numero de espécies. Bim de 2005 houve
dominancia dd. harzianum e em novembro 2005 de oxysporum e M. phaseolina.

Quando foram comparados os indices de diversidadghdnnon-Wiener
das trés areas ao longo dos dois anos de coletdiveasidade n&o diferiu
significativamente no Teste4£0,05) (Tabela 15) tanto para o s fungos endofitico
como para os epifiticos. Este resultado confere aavbtido por Wilbeforce et al.
(2003), quando analisaram trés areas com manejtistds, em relacdo a ocorréncia
de fungos endofiticos de raizes, os autores néficaemm diferenca estatistica
guanto a diversidade das trés areas estudadas.

Tabela 15. Comparacdo entre as areas segundooe ikelidiversidade de Shannon
para os fungos endofiticos e epifiticos isoladas tnés areas (mata, area
intermediaria e lavoura) nos anos de 2004 e 206BaNcio Aires, RS.

Areas Indice de Shannori  Interacéo Variancia Teste t
Endofiticos
Al 1,85a Al x A2 0,41 0,65
A2 2,06 a Al x A3 0,33 0,64
A3 2,03 a A2 x A3 0,34 - 0,081
Epifiticos

Al 2,25a Al x A2 0,24 -1,51
A2 2,26 a Al x A3 0,23 -0,88
A3 247 a A2 x A3 0,11 -1,26

Valores seguidos de letras distintas diferem sigatitamente no Teste 4 E 0,05); gl =7
* valores médios
to,05,7= 2,36

A abundancia, riqueza e diversidade das espécimgichis isoladas, no
presente trabalho ndo sofreram a acdo da sazamglidaue também foi observado

nos agrupamentos por similaridade. Provavelmentesidtados obtidos se devam
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ao fato de que as trés areas estao localizadagsmaregidao, portanto sujeitas aos
mesmos fatores climaticos como temperatura e ptacio.

No presente trabalho a abundanciaTdechoderma spp. foi maior nos
isolados epifiticos (Tabelas 16 e 17), e essa &dmai@ pode ser responsavel pela
auséncia de doencas nas plantas das trés aresiside. €ara Harman et al. (2004),
as espécies diichoderma sdo oportunistas e avirulentas para plantas reis géo
simbiontes, e parasitas de outros fungos. Algumasagdens permanecem, por longo
tempo, colonizando a superficie das raizes, panetra epiderme e, em poucas
células de camadas internas. Produzem e liberamvanedade de compostos que
induzem resisténcia localizada ou sistémica nagstgda A coloniza¢do da rizosfera,
por Trichoderma spp., promove o crescimento de raizes e aumgntadatividade,

a resisténcia a estresses abidticos e a utilizdgdutrientes. E fungo de vida livre

gue interage em ambientes como solo, raizes esfolha

Tabela 16. Frequiéncia absoluta de fungos enddfitieomaior ocorréncia nas areas
Al (mata), A2 (intermediaria e A3 (lavoura) isoladdas coletas de
2004 e 2005, Venancio Aires, RS.

Fungos Area 1 Area 2 Area 3
Fusarium oxysporum 20 c 39b 89 a
Fusarium semitectum 15b 26 ab 34a
Trichoderma harzianum 33 a 15b 15b
Macrophomina phaseolina - 24 b 50 a
Morfotipo 2 19a 20 a 8Db
Morfotipo 4 77 a 21Db -
*Fusarium spp. 35¢ 74 Db 129 a
*Trichoderma spp. 39a 39a 16 b

NUmeros seguidos por letras distintas na linhayelif entre si, p = 0,05, pelo testexfo
* somadas todas as espécies isoladas desses géneros
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Tabela 17. Frequiéncia absoluta de fungos epifititosnaior ocorréncia nas areas
Al (mata), A2 (intermediaria e A3 (lavoura) isoladdas coletas de
2004 e 2005, Venancio Aires, RS.

Fungos Area 1 Area 2 Area 3
Fusarium oxysporum 32b 71a 79 a
Fusarium semitectum 26 a 30a 35a
Trichoderma harzianum 57 a 56 a 78 a
Trichoder ma koningii 36 a 13b 9b
Macrophomina phaseolina - 12b 3la
Morfotipo 2 12 ab 5b 16a
*Fusarium spp. 58 Db 102 a 117 a
*Trichoderma spp. 96 a 71a 91a

NUmeros seguidos por letras distintas na linhayelif entre si, p = 0,05, pelo testexfo
* somadas todas as espécies isoladas desses géneros

5.3.5. Interagdo com fatores abiéticos do solo

Fatores como umidade, matéria organica, pH, fosfutmgénio, potassio,
calcio do solo, o total de fungos e ainda as espémiais comuns de fungos
endofiticos e epifiticos foram avaliados por umaliae de coeficiente de correlacéo
de Pearson.

Para os fungos endofiticos na area 1, houve umelag&o inversa entre 0s
fungos totais e o teor de fésforo, de matéria dogare carbono.Fusarium
semitectum apresentou correlacao inversa com o teor de fosf@orrelacdo positiva
com o teor de nitrogénio. Na &reaR2,semitectum e M. phaseolina apresentaram
correlacao negativa com o pHve phaseolina apresentou correlagcado negativa com o
potéssio. Ja, na ared@gthium sp. teve correlacdo positiva com fosforo e potassi

Para os fungos epifiticos, na area 1, verificoursa correlacao inversa de
P. citrinum e F. semitectum com o teor de calcio. Na area 2, houve correlacdo
inversa entre o total de fungos e o fHdsarium semitectum apresentou correlagéo
inversa com fosforo e potassio. Na arear3semitectum apresentou correlacéo
positiva com pH e inversa com potassio.

Segundo Bedendo (1995), o fésforo pode influengimsitiva ou
negativamente a severidade da doenca, em funcdwsjmedeiro e do patdégeno
envolvidos. O autor cita que altas doses de fogfodem aumentar a suscetibilidade
de plantas de fumo e de pepino aos virus do maosBitoetanto, a resisténcia de
beterraba @homa, de fumo aPseudomonas e de tomate &usarium é aumentada

com o excesso de fésforo. Isso pode explicar &legdo inversa de fosforo cdm



70

semitectum (area 1 como endofitico e area 2 como epifiticodm o total de fungos

(area 1, como endofiticos), e positiva c®ythium (area 3 como endofitico) no
presente trabalho. Com relagé&o ao nitrogénio, Bul¢h095), cita que em geral, o
excesso do mesmo favorece a infecgdo e excessot@sip reduz a infeccdo. Ja o
pH acido de um modo geral favorece os fungos. Eabur presente trabalho, os
fungos citados foram isolados como endofiticosifitieps de plantas sem sintomas
de doencas pode-se estabelecer um paralelo, padigeeacdo do endofitico-

hospedeiro assemelha-se a interagdo patdogeno-mandaepifiticos estdo sujeitos
tanto a interferéncia da planta e seus exsudadus com os fatores abiéticos do

solo.

54. CONSIDERAQC)ES FINAIS

A abundancia dé&usarium, principalmente dé&. oxysporum nas trés areas
e em especial na lavoura, sem causar danos appoaidgeestar relacionada a certas
caracteristicas desse fungo como: a) serem racasleatas presentes como
endofiticos e epifiticos que poderiam estar atuamnddeneficio da planta; b) ser um
patégeno latente, estando em equilibrio com o mistda microbiota, endofitica e
epifitica, com o hospedeiro e ambiente.

A abundéancia de fungos com potencial fitopatogén@mmo Fusarium spp.
e Macrophomina phaseolina, principalmente como endofiticos na area 3 demanst
a influéncia do hospedeiro sobre os mesmos. O flgxysporum., como ja foi
referido, pode ser um patdgeno latente em equilttim o hospedeiro e o ambiente,
portanto, a quebra desse equilibrio pode favoraaaorréncia da doenca. Deve-se
considerar, também, que o referido fungo possempest a racas ndo patogénicas ou
ter perdido a patogenicidade por mutacdo, porémeanma pode ser recuperada
ainda por mutacdo, bem como por processos natdeaiecombinacdo soméatica
como heterocariose, ciclo parassexual. Ainda pamspposons, 0s quais segundo
Azevedo (1999) conseguem transferir genes dentrentee espécies distintas
naturalmente. Uma quebra no equilibrio pode fawwretambém, espécies
consideradas como patdgenos secundarios ddmphaseolina, que embora nao
esteja causando nenhum dano aparente, teve gjteefreia nas areas 2 e 3.

A presenca de fungos antagonistas, principalménthoderma spp. é um
dos fatores responsaveis pelo equilibrio. Valeateasque na mata natural o fungo
Trichoderma nédo é introduzido e, ha pouca possibilidade donmeshegar até la
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pela dgua da chuva, pois existe um declive norterda mata em direcdo as areas

intermediaria e lavoura.



6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho peamitaoncluir que existe um
equilibrio dindmico entre os fungos antagonistas, fongos potencialmente
fitopatogénicos e fatores ambientais nas trés dEsgecialmente, na area 3, lavoura
comprova-se o principio do controle bioldgico onelmos a presenca do patdgeno,
do antagonista e do hospedeiro (fumo ou milho)manto, sem a manifestacao da

doenca.



7. SUSGESTOES

Testes de patogenicidade com os isolados Fisarium spp e
Macrophomina phaseolina na presenca e auséncia dos antagonistas em cesdico
controladas.

Um acompanhamento dos endofiticos (fungos e basjé@ a partir das
sementes, nas mudasftizat e depois na lavoura.

Utilizar técnicas moleculares na identificacdo flogyos de micélio estéril

isolados no presente trabalho.
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Apéndice 1. Andlises Fisico-quimicas das amoseabb rizosférico coletadas nas areas Al (matea)af2 (vegetacdo intermediaria) e A3
(Lavoura de fumo), durante o ano de 2004. Venaftes, RS

Janeiro/04 Maio/04 Setembro/04 | Novembro/04
Parametros Areal Area2 Area3Areal Area2 Area3Areal Area2 Area3 | Areal Area2 Area3
Argila % 29 35 44 38 39 50 32 28 46 44 42 51
Areia Grossa % 14 21 14 15 19 12 21 22 16 20 23 18
Areia Fina % 8 14 12 9 8 10 10 10 9 9 10 9
Silte % 49 32 30 38 34 28 37 40 29 27 25 22
Umidade % 23 15 16 24 22 21 27 22 22 22 20 16
pH (em agua 1:1) 57 6,7 5,4 5,5 6,2 6,2 5,8 6,8 4 5 58 6,7 5,5
indice SMP 5,8 6,5 54 5,9 6,6 5,7 6,1 6,8 5,8 6,0 6,7 5,8
P mg/dni (Método de Mehlich) 6,5 10 37 3,9 1,4 51 2,7 2,5 6,2 6,6 4.8 8,2
K mg/dn? (Método de Mehlich) 316 436 602 270 359 218 237 406 349 347 >400 375
M.O.% (Método de digestdo Umida) 10,7 4,5 2,5 84 46 32 7,9 6,8 3,5 8,9 7,9 3,2
C% 6,2 2,6 1,4 4,9 3,7 1,9 4,6 3,9 2,0 5,17 4,59 861
N% 0,5 0,2 0,1 0,42 0,32 0,16 0,4 0,3 0,2 0,45 0,390,16
Al o cmol/dnt (KCI 1 mol L'1) 0,1 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0
Caoe. cmol/dn? (KCI 1 mol L'1) 20,0 18,9 8,9 9,9 20,8 9,9 17,8 21,3 9,5 24,3 ,823 8,7
Mgyoc. cmol/dm¥(KCl 1 mol L'1) 5,9 7,3 30 41 4,3 29 40 5,0 3,3 35 54 3,0
Al + H. cmol/dm® 4,3 2,3 6,1 4.9 2,2 6,2 3,9 1,7 55 4.4 2,0 5,5
CTC cmol/dm® 31,1 29,6 19,8 28,9 28,2 19,5 26,3 29,2 19,3 33,B2,6 16,2
SAT da CTC % Bases 86 92 68 83 92 68 85,0 94,0 71,087 94 69
SAT da CTC % Al 0,3 0,0 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0
Ca/Mg 3.4 2,6 3.0 4,7 4.8 3.4 4.5 4,3 2,9 7,0 44 9 2
Ca/K 25 17 6 28 23 18 29,0 18,0 11,0 27 17 9
Mg/k 7,0 7,0 19 6,0 4,7 5,0 7,0 4,2 3,7 3,9 38 13,
S mg/dni (CaHPQ 500mg L* de P) 5,7 8,5 72 93 7.4 72 68 5,2 5,9 63 69 8,5
Zn mg/dni (com HC1 0,1 mol ) ~ 8,3 7.9 66 9,5 7,2 48 94 4,2 5,5 12 63 7.1
Cu mg/dni (com HCI 0,1 mol ) 0,1 2,3 53 04 1,6 42 09 1,5 5,1 03 13 5,9
B mg/dn? (com agua quente) 0,3 0,3 0,4 1,2 0,8 0,7 0,4 0,504 0,5 0,5 0,5
Mn mg/dn? 81 17 123 5,0 1,0 15,0 13,0 2,0 48,0 11 7 57
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péndice 2 Analises Fisico-quimicas das amostrasldeizosférico coletadas nas areas Al (mataajath2 (vegetacao intermediaria) e A3
(Lavoura de fumo), durante o ano de 2005. Venaftes RS

Janeiro/05 Maio/05 Setembro/05 Novembro/05
Parametros Areal Area2 Area3 |Areal Area2?2 Area3| AREA Area2 Area3| Areal Area?2 Area3
Argila % (método do densimetro) 44 40 53 42 43 53 36 34 48 46 42 51
Areia Grossa % 17 16 13 18 14 13 19 20 14 18 22 17
Areia Fina % 9 11 8 12 8 10 11 12 9 8 10 9
Silte % 30 33 26 28 35 24 34 34 29 28 26 23
Umidade % 30 27 24 24 21 17 41 36 30 18 18 18
PH (em agua 1:1) 5,8 6,7 52 54 6,4 52 5,7 6,9 5,4 5,8 6,8 5,8
indice SMP 57 6,5 54 5,7 6,7 5,6 5,8 6,9 5,6 59 6,7 5,8

P mg/dmi (Método de Mehlich)
K mg/dn? (Método de Mehlich)
M.O.% (digestéo timida)

C%

N%

Al roc. cmol/dn® (extraido ¢/KCI 1 mol 11)
Cayoc. cmol/dnt (extraido ¢/KCI 1 mol 11)
MGroc. cmoly/dn? (extraido ¢/KCI 1 mol 11)

Al + H cmol/dn?®

CTC cmoldn?

SAT da CTC % Bases
SAT da CTC % Al
Ca/Mg

Ca/K

Ma/k

S mg/drﬁ (S-SQ com CaHPO4500mg L* deP)
Zn mg/dni (extraido com HCI 0,1 mol't)
Cu mg/dnf (extraido com HCI 0,1 mol )

B mg/dn? (com agua quente)
Mn mg/dn?

5,8 4,5 7,4
298 >400 354
9,7 6,3 3,9
5,6 3,7 2,3
0,5 0,3 0,1
0,0 0,0 0,4
219 20,5 8,6
4.4 4,9 3,0
6,2 2,5 8,7
33,3 29,1 213
81 91 59
0,0 0,0 3,1
5,0 4,2 29
29 17 9
6,0 4,0 3,3
7,3 7,0 6,0
130 54 6,6
0,4 19 5,9
0,6 0,4 0,4
52 14 77

5,9 6,3 9,4
245 >400 357
7,8 4.4 2,9
4,5 2,6 1,7
0,4 0,2 0,1
0,0 0,0 0,4
18,8 21,3 9,1
4,0 5,3 3,4
6,2 2,0 6,9
29,6 29,8 20,4
79 93 66
0,0 0,0 2,9
4,7 4,0 2,7
30 17 10
6,0 4,3 3,7
6,9 7,7 8,8
14,0 4,5 6,2
0,4 2,5 5,3
0,4 0,4 0,5
27 07 59

3,3 3,9 23,0 3,8 5,7 14,0
293 >400 >400 251 >400 00>4
6,6 6,7 2,8 8,3 6,9 3,4
3,83 3,89 1,62 4.8 4,02,0
0,33 0,33 0,14 0,42 0,3,17
0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0
19,0 24,0 9,2 17,5 22,8,1

4,2 52 3,4 4,0 4,9 2,9
5,5 1,6 6,9 4,9 2,0 5,5
29,5 32,7 20,7 27,130,8 17,7
81 95 66 82 9469

0,0 0,0 3,5 0,0 0,0 0,0
4,5 4,3 2,7 4,4 46 ,8 2
25 20 9 27 19 7
6,0 4,7 3,1 6,0 40 6 2,
9,5 8,1 9,8 6,8 6,1 8,0
12,0 4,0 6,5 12 5,2 6,6
1,0 11 5,3 0,8 2,0 5,9
0,8 0,7 0,6 0,5 0,5 0,5
47 5 46 14 7 45




Apéndice 3 Coeficientes de correlagdo de Pearstie anocorréncia de fungos rizosféricos e umidafjepH, matéria organica (MO),
Carbono (C) fosforo (P), potassio (K) e calcio (@a)solo das trés areas de coleta.

Area 1 Area 2 Area 3

U% pH K Ca pH P K U MO C P K
Fungos totais - - - - -0,042 0,747 0,556 0,844*0,141 -0,132 0,264 0,069
Fusarium oxysporum -0,532 0,332 0,708 -0,19%4 0,6040,250 0,122 0,878* 0,144 -0,156 0,131 -0,003
F. semitectum - - - - 0,168 -0,223 -0,322 - - - - -
Penicillium citrinum 0,165 -0,370 -0,516 -0,807* ,7B84* | -0,399 -0,664 - - - - -
P.urpurogenum -0,002 -0,752¢ -0,135 0,952 0,730 91x7 |0,726* | 0,092 0,767* | -0,810% 0,929* 0,803*
Morfotipo 2 -0,218 -0,713*| -0,770 0,500 - - - 0,211(-0,431 -0,393 0,058 -0,044
Morfotipo5 0,731* | -0,315 -0,560 0,119 - - - 0,756710,085 0,128 -0,109 -0,416

* significativo p = 0,05
** significativo p = 0,01
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Apéndice 4 Coeficientes de correlacdo de Peardme amcorréncia de fungos endofiticos pH, matinggnica
(MO), Carbono (C) fésforo (P) e potassio (K) doostés trés areas de coleta.

Area 1 Area 2 Area 3

MO C N P pH K P K
Fungos totais - 0,720 -0,710* -0,601 - 0,852** - - -
Fusarium oxysporum - - - - -0,345 0,223 - -
F. semitectum - - 0,769*| -0,763* -0,75%* -0,59% -
Pythum sp. - - - - - - 0,852*f 0,840**
M. phaseolina - - - - -0,767F -0,754* - -

* significativo p = 0,05
** significativo p = 0,01

Apéndice 5 Coeficientes de correlacdo de Pearswa arocorréncia de fungos epifiticos pH, fosfdPd, (potassio
(K) e calcio (Ca) do solo das trés areas de coleta.

Area 1| Area 2 Area 3

Ca pH P K pH K
Fungos totais - - 0,741 -0,201 -0,541 -
F. semitectum -0,763t -0,691 -0,808* -0,873¥813* | -0,772*
Penicillium citrinum -0,745*| - - -

* significativo p = 0,05
** significativo p = 0,01
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Apéndice 6. Precipitacao pluviométrica e tempeeatumédias da regido em 2003,
2004 e 2005. Venancio Aires, RS

Dados de precipitacao total (mm) Dados de tempdigrefitimética) °C

Ano 2003 2004 2005 2003 2004 2005
Janeiro 123.2 46.6 30.1 26.3 25.8 26.6
Fevereiro 199.6 61.0 404 25.9 24.0 25.6
Marco 180.2 32.6 166.7 24.2 25.1 24.8
Abril 123.1 86.5 83.7 20.3 23.2 19.9
Maio 39.2 101.9 181.2 171 16.1 18.4
Junho 156.5 121.7 57.0 17.0 16.3 18.2
Julho 131.3 181.7 62.1 14.6 14.0 15.4
Agosto 60.6 66.9 179.1 14.7 15.8 16.8
Setembro 52.7 205.1 2014 16.2 19.2 15.9
Outubro  237.7 120.1 334.6 21.1 19.9 19.4
Novembro 124.5 189.5 64.6 22.7 22.3 23.3
Dezembro 236.5 61.4 69.7 23.1 24.4 24.2

Fonte: Dados FEPAGRO - Departamento de AgrometegiEstacédo Taquari



