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CONTROLE BIOLOGICO DA MURCHA DE FUSARIUM EM GERBERA COM

Trichoderma asperellum

BIOLOGICAL CONTROL WITH TRICHODERMA ASPERELLUM OF FUSARIUM
IN WILTED GERBERA

BRANDLER, Daiani', MILANESI, Paola Mendes"

RESUMO

O aumento no cultivo de flores nos dltimos anos vem refletindo em um aumento na
incidéncia de patogenos de solo que podem causar sérios problemas. Este estudo teve como
objetivo avaliar o controle bioldgico, com Trichoderma asperellum, da murcha de Fusarium
em gérbera. Os tratamentos avaliados foram: Testemunha (substrato); Substrato + Fusarium
oxysporum; Substrato + Fusarium oxysporum + Trichoderma asperellum; e Susbtrato +
Trichoderma asperellum. Para isso, o patégeno foi isolado de gérberas com sintomas da
doenca e, posteriormente, foi identificado de acordo com caracteres morfoldgicos. Ainda, foi
avaliado o grau de antagonismo de T. asperellum contra F. oxysporum através do teste de
confrontacdo direta. Para as avaliacbes em casa de vegetacdo, foi utilizado substrato
comercial autoclavado e infestado com grdos de milho colonizados pelo patdgeno. A
identificacdo morfoldgica confirmou a espécie do patdgeno como Fusarium oxysporum. No
teste de pareamento de culturas, verificou-se que T. asperellum n&o apresentou um alto grau
de antagonismo. As plantas cultivadas em substrato infestado pelo patdgeno ndo apresentaram

sintomas visiveis de murcha, porém a infestacdo do substrato com o patdgeno proporcionou

'Académica do curso de Agronomia da Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus Erechim. E-mail:
daianibrandler@hotmail.com
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menores valores de massa fresca e seca de parte aérea e raizes. O tratamento com T.
asperellum obteve maiores valores de massa fresca e seca tanto de parte aérea como de raizes
e também inflorescéncias mais vigorosas em relacao as plantas tratadas com o patogeno.

Palavras-chave: floricultura, patégeno de solo, antagonismo, manejo.

ABSTRACT

The increase in growing flowers in the last few years is reflecting an increased
incidence of soil pathogens that can cause serious problems. This study aimed to evaluate the
biological control of Fusarium wilt on gerbera with Trichoderma asperellum. The evaluated
treatments were: Control (substrate); Substrate + Fusarium oxysporum; Substrate + Fusarium
oxysporum + Trichoderma asperellum and Substrate + Trichoderma asperellum. The
pathogen was isolated from gerberas with disease symptoms and then Fusarium oxysporum
was identified according to morphological traits. Furthermore, it was rated the antagonism
degree of T. asperellum against F. oxysporum by direct confronting test. For the evaluations
in the greenhouse was used commercial substrate autoclaved and infested with corn grains
containing the pathogen. Morphological identification confirmed the pathogen species as
Fusarium oxysporum. In cultures matching test, T. asperellum did not show a high degree of
antagonism. The plants grown in substrate infested by the pathogen showed no visible
symptoms of wilt, but the infestation of substrate with the pathogen provided lower values of
fresh and dry aerial part and root. Treatment with T. asperellum had higher fresh and dry
weight of both aerial part as root values and also more vigorous inflorescences compared to
plants treated with the pathogen.

Keywords: flowers, soil pathogen, antagonism, management
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INTRODUCAO

A busca por novas técnicas de producdo, visando a obtencdo de flores de qualidade e
aumento de producdo tornam a floricultura uma atividade bastante rentavel (ARIEIRA et al.,
2008). Nesse sentido, as gérberas (Gerbera jamesonii) sdo flores que podem ser cultivadas
tanto em vasos como em jardins, floreiras e estufas, pois possuem boa adaptacédo climatica
podendo se desenvolver em diversas regifes. Apresentam boa durabilidade, resisténcia ao
transporte e sdo muito apreciadas pelos consumidores por apresentarem cores intensas,
vibrantes e de diversas tonalidades (GUERRERO et al., 2012).

Por ser uma flor com boa aceitacdo no mercado, faz-se necessario ter uma alta e
constante producdo. No entanto, atrelado a isto surge uma forte pressdo de doencas e insetos-
praga que se ndo forem devidamente controlados irdo afetar a produtividade, resultando em
prejuizo para o floricultor. FREIRE et al. (2009), em um estudo realizado no estado do Cear3,
constataram a existéncia de diversos patdgenos de solo associados as plantas ornamentais,
salientando que, devido ao baixo nivel tecnoldgico de alguns produtores, ha dificuldade para
aplicacdo de medidas de controle adequadas.

Os patdgenos veiculados pelo solo sdo responsaveis por severos problemas nas
plantas, possuem uma ampla distribuicdo geografica e atacam diversos hospedeiros botanicos
(FREIRE et al., 2009). Entre os patdgenos de solo que atacam gérberas, grande parte € de
natureza fungica, conforme FERRONATO et al. (2008), foram encontrados oito agentes
causais de doencas fungicas e um de natureza bacteriana, em quinze propriedades produtoras
de geérberas que foram avaliadas.

Entre esses patdgenos, Fusarium oxysporum Schlecht (Figura 1) é um fungo que se
desenvolve em condicdes de alta umidade e temperaturas entre 25 a 32 °C. E um patogeno de
solo que causa murcha, sendo amplamente distribuido nos solos e também em substratos

organicos (DI PIETRO et al., 2003).



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

O controle de F. oxysporum pode ser feito por meio de solarizacdo do solo e substrato
(BETTIOL et al., 1994), através de extratos vegetais (SARTORI et al., 2011), residuos da
industria pesqueira (PINTO et al., 2010), e pelo emprego de controle biolégico com
Trichoderma spp. e Clonostachys spp. (FUIINAWA, 2013).

Tendo em vista a inexisténcia de fungicidas registrados para o controle de murcha de
Fusarium em gérbera e dificuldade de seu manejo, este trabalho objetivou verificar se o
controle bioldgico, com Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg 1999, teve

eficiéncia no controle desta doenca.

MATERIAL E METODOS

As plantas de geérbera exibindo sintomas de murcha foram coletadas em uma
propriedade produtora de flores no interior do municipio de Erechim, e levadas ao
Laboratorio de Entomologia e Fitopatologia, da Universidade Federal da Fronteira Sul,
Campus Erechim. As plantas com sintomas de murcha vascular foram examinadas em
microscopio estereoscopico e, em seguida, foram retiradas amostras de tecido sintomatico.
Estas foram colocadas em cdmara Umida e incubadas por 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 h por
3 dias, para posterior isolamento do fungo.

Apds o crescimento do patdgeno sobre o tecido infectado, uma aliquota de micélio e
conidios de Fusarium oxysporum foi retirada do material vegetal, com o auxilio de uma al¢a
metélica, e colocada em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA, Himedia™) para o
crescimento do fungo, a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 h. Posteriormente ao seu crescimento,
foi realizado o cultivo monosporico (FERNANDES, 1993), em que fragmentos de micélio e
conidios do fungo foram colocados em placas de Petri contendo meio de cultura Agar-Agua

(AA).

10
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Os conidios que germinaram isoladamente foram repicados para placas de Petri
contendo meio de cultura BDA (para observacéo da cor e mensuragédo da col6nia) (Figura 2),
e para meio de cultura Folha de Cravo-Agar (CLA) (Figura 3), que permitiu a melhor
caracterizacdo das estruturas do fungo. O material foi incubado a 25 + 2 °C e fotoperiodo de
12 h durante 10-14 dias, quando foi realizada a observacdo das estruturas do fungo em
microscopio estereoscopico e oOtico e procedeu-se a identificacdo da espécie de acordo com
chaves de classificacdo propostas por GERLACH e NIRENBERG (1982), NELSON,
TOUSSON e MARASAS (1983) e LESLIE e SUMMERELL (2006).

Para avaliar o antagonismo in vitro de Trichoderma asperellum contra Fusarium
oxysporum foi realizado o teste de pareamento de culturas (DENNIS e WEBSTER, 1971).
Para isso, um disco de meio de cultura contendo micélio e conidios de Fusarium oxysporum,
foi transferido para placas de Petri contendo apenas meio de cultura BDA. As placas foram
incubadas durante 72 h a 25 * 2 °C e fotoperiodo de 12 h. Apds, um disco de meio de cultura
contendo micélio e conidios de Trichoderma asperellum, obtido a partir do plaqueamento de
0,5 mL do produto comercial TrichoderMax™ (Novozymes BioAg) em meio de cultura
BDA, foi transferido para a posicdo oposta ao disco com as estruturas de Fusarium
oxysporum.

As placas foram incubadas a 25 °C com fotoperiodo de 12 h e, apos sete dias, foi
realizada a medicdo do didmetro das colénias do patégeno, com o auxilio de um paquimetro
digital e avaliado o grau de antagonismo, que foi agrupado em classes (BELL et al., 1982),
atribuindo-se notas de 1 a 5, sendo: 1. Antagonista cresce e ocupa toda a placa; 2. Antagonista
cresce e ocupa uma parte do patdgeno (2/3 da placa); 3. Antagonista e patdgeno crescem ate a
metade da placa (nenhum domina o outro); 4. Patdogeno cresce e ocupa uma parte do
antagonista (2/3 da placa); 5. Patdgeno cresce e ocupa toda a placa. A avaliacdo da classe de

antagonismo foi novamente realizada aos 13 dias apds a repicagem dos isolados de

11
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Trichoderma asperellum. O ensaio foi realizado no delineamento experimental inteiramente
casualizado com cinco repeticdes por tratamento.

O teste in vivo foi conduzido em casa de vegetacdo com controle automatizado de
temperatura (29 + 3 °C) e irrigacdo (3 vezes por dia). O delineamento experimental utilizado
foi o Inteiramente Casualizado (DIC), com quatro tratamentos e 12 repeticdes de cada (Figura
4). Os tratamentos avaliados foram: T1) Testemunha, apenas substrato estéril; T2) substrato +
Fusarium oxysporum; T3) substrato + Fusarium oxysporum + Trichoderma asperellum; e T4)
substrato + Trichoderma asperellum. A cultivar utilizada foi a Pré-intense (Ball Horticultural
do Brasil).

Para a infestacdo de substrato, os isolados de Fusarium oxysporum foram cultivados
em grdos de milho previamente autoclavados por 40 min. Apds, foram adicionados 4 discos
de, aproximadamente, 5 mm de didmetro contendo micélio e conidios do fungo. Os frascos
foram incubados a 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas até o0 momento da utilizacdo
(KLINGELFUSS et al., 2007). Antes do transplante das mudas, o substrato foi esterilizado
por duas vezes, a 120 °C e 1 atm durante 1 hora, com um intervalo de 24 horas. Vasos
plasticos com capacidade para 3L foram preenchidos com substrato esterilizado e, em
seguida, umedecido com agua e revolvidos a fim de obter uma boa homogeneidade na
umidade do substrato.

Para a infestacdo do substrato, foram distribuidos sete grdos de milho colonizados por
Fusarium oxysporum em cada repeticdo dos tratamentos com o patdgeno, exceto na
Testemunha, que recebeu apenas grdos de milho ndo colonizados pelo patdgeno, € no
tratamento que continha somente Trichoderma asperellum. Os vasos foram acondicionados
em sacos plasticos por um periodo de cinco dias, a fim de formar uma camara Umida e

proporcionar melhor colonizacéo do substrato pelo patogeno.

12
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Posterior a esses cinco dias foi realizada a aplicacdo de Trichoderma asperellum nos
vasos correspondentes a este tratamento, sendo aplicados 5 mL de solugdo por vaso, de
acordo com a dosagem recomendada pelo fabricante. Em seguida, o substrato foi
homogeneizado e os sacos plasticos foram novamente colocados assegurando a condicéo de
camara Umida por mais cinco dias até o transplantio das mudas.

No decorrer do experimento, aos 30, 60 e 90 dias apds o transplantio, foi avaliada a
incidéncia de sintomas de murcha vascular e, ao término do mesmo (90 dias), foi avaliado o
numero de hastes florais; massa fresca e seca de parte aérea e raizes, nos quais as plantas
foram cortadas na altura do colo, levadas ao laboratério, pesadas em balanca analitica, e
colocadas em estufa a 60 °C até atingir peso constante; nimero de folhas por planta; e
didmetro do caule. Os resultados obtidos foram submetidos & analise de variancia e
comparagdo de médias pelo teste de Tukey (p < 0,05). As analises foram realizadas através do

software estatistico SISVAR v. 4.0 (FERREIRA, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir de caracteres morfologicos foi possivel identificar o isolado utilizado neste
estudo como Fusarium oxysporum, agente causal de murcha em gérbera, crisdntemo
(FERRONATO et al, 2008; PINTO et al, 2010) e helicdnia (CASTRO et al., 2008). No teste
de pareamento de culturas, Trichoderma asperellum ndo exerceu total antagonismo sobre
Fusarium oxysporum, obtendo nota 3 de acordo com as classes de antagonismo (BELL et al.,
1982). DIAS (2011) testou alguns isolados de Trichoderma spp. para o controle de F.
oxysporum f.sp. phaseoli, nos quais ambos os fungos colonizaram até a metade do meio de
cultura, constatando-se que o patdgeno apresentou uma maior habilidade em resistir ao

antagonista.

13
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Para as avaliacdes em casa de vegetacdo ndo foram observados sintomas visiveis de
murcha nas plantas. Porém, verificou-se que as inflorescéncias no tratamento com F.
oxysporum apresentaram encarquilhamento nas pétalas em relacdo as demais (Figuras 5 e 6).
COSTA (2014) relatou que este patdgeno em crisantemo nem sempre ira causar,
visivelmente, o sintoma de murcha, pois, em alguns casos, as plantas infectadas poderdo
apresentar reducao no crescimento, além do surgimento de coloracdo marrom na parte basal
da planta.

O numero de hastes florais, folhas e didmetro do caule ndo diferiram entre os
tratamentos (Tabela 1). Todavia, a massa fresca e seca, tanto de parte aérea quanto de raizes
apresentaram diferencas entre os tratamentos. Com relacdo a massa fresca de parte aérea e
raizes, os tratamentos com infestacdo de substrato com T. asperellum apresentaram maior
matéria fresca quando comparado ao tratamento com Fusarium e a Testemunha. 1sso poderia
ser justificado pelo fato de fungos do género Trichoderma, além de eximios agentes de
controle bioldgico, também atuarem como promotores de crescimento de plantas (SILVA et
al., 2007; SANTQOS, 2008). Algumas linhagens de Trichoderma sp. tem capacidade de
aumentar a superficie do sistema radicular, possibilitando assim um maior acesso aos
nutrientes presentes no meio, aumentando a capacidade da planta em resistir aos estresses
abioticos (LUCON, 2009).

O uso de controle bioldgico de patdgenos de solo, na floricultura, possui potencial
para ser amplamente difundido, pois € um controle que apresenta um menor custo e que ndo
causa contaminacdo ao meio ambiente. Nesse sentido, a utilizacdo de fungos do género
Trichoderma vem crescendo nos Ultimos anos, principalmente pela capacidade de controlar
uma grande quantidade de fungos fitopatogénicos nas mais diversas culturas. Contudo,

existem diferentes espécies de Trichoderma dentre as quais algumas tem uma maior

14
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capacidade antagonica, do que outras, para realizar o controle de determinado patdégeno

(POMELLA e RIBEIRO, 2009).

CONCLUSAO

No teste de confrontacdo direta in vitro, Trichoderma asperellum ndo exerce forte grau
antagonismo a Fusarium oxysporum.

Mesmo sem a observacao de sintomas visiveis de murcha de Fusarium em gérbera, a
aplicacdo de Trichoderma asperellum em substrato € uma técnica viavel e econémica, pois
houve um incremento na matéria fresca das plantas melhorando o aspecto visual das

inflorescéncias, nas condicBes que foram conduzido este estudo.
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Tabela 1 — Desenvolvimento de Gérbera, cv. Pré-intense, cultivada em substrato infestado

com Fusarium oxysporum e Trichoderma asperellum, de forma isolada e combinada

L e Tratamentos --------===-nnmuun-
Variaveis
T1 T2 T3 T4

Parte aérea 0,12¢* 0,13b 0,15a 0,15a

Massa flresca
(kg™) Raiz 0,08a 0,06b 0,07ab 0,08a
Parte aérea 0,02c 0,03b 0,03ab 0,03a

Massa iseca

(kg™) Raiz 0,02a 0,01b 0,01b 0,01b
Diametro de caule (mm) 19,06a 17,70a 17,76a 19,22a
NuUmero de hastes florais 1,83a 1,75a 2,00a 1,83a
Numero de folhas 16,66a 17,33a 17,75a 18,58a

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05). T1)

Tratamento testemunha; T2) Tratamento com Fusarium oxysporum; T3) Tratamento com Fusarium oxysporum

+ Trichoderma asperellum; T4) Tratamento com Trichoderma asperellum.

19



Figura 1 - Macroconidios de Fusarium oxysporum

Figura 2 - Fusarium oxysporum em meio BDA

Figura 3 - Fusarium oxysporum em meio FCL
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Figura 5 - Planta de Gérbera cultivada em substrato com Trichoderma asperellum
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Figura 6 - Planta de Gérbera cultivada em substrato com Fusarium oxysporum
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