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RESUMO

Testou-se um novo sistema para o encapsulamento de
Trichoderma inhamatum em granulos de a ginato de sodio, visando
o controle biol égico de Rhizoctonia solani, agente etiol 6gico damela
de estacas/miniestacas de Eucalyptus spp. para enraizamento. No
novo sistema idealizado, foi utilizado um aparato simples capaz de
substituir eficientemente o equipamento (Bomba Peristaltica)
anteriormente utilizado, sendo possivel aumentar a producdo de 594
grénulos/min para aproximadamente 6.734 granulos/min. Com este
novo sistema, um isolado de T. inhamatum (UFV — 03) foi
encapsulado em granulos contendo as fontes alimentares: farelo
de trigo, palha de arroz, farelo de aveia, folhas de eucalipto ou
farelo de milho na concentragcdo de 50 g/I. Na segunda etapa, a
melhor fonte alimentar foi testada nas concentragdes de 0 a 60 g/
I. Os grénulos foram veiculados em substrato de enraizamento de

eucalipto na concentracdo de 2% (p/p) inoculado com micélio
triturado de R. solani (2 mg/g de substrato) e a atividade saprofitica
do patégeno foi quantificada por meio do método de iscas.
Posteriormente, os granulos produzidos com a fonte alimentar e
concentrag8o que promoveram maior inibi¢do do desenvolvimento
de R. solani foram utilizados para determinar o tempo minimo de
pré-incubacdo e competicdo para supressao do patdégeno, com a
mesmametodol ogia. Observou-se aumento da supresséo da atividade
saprofitica de R. solani ao acréscimo de uma fonte alimentar.
Daquelas testadas, farelo de trigo foi a melhor. Além disso, houve
interac&o significativa e positivaao aumento de sua concentragdo
na formulag&o.
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ABSTRACT

Encapsulation of Trichoderma inhamatum for the biological
control of Rhizoctonia solani in clonal propagation of Eucalyptus

A new system of encapsulating Trichoderma inhamatum
in sodium alginate was devel oped for controlling Rhizoctonia solani
blight of Eucalyptus spp. cuttings/mini-cuttings used for rooting.
In this system, simpler materials and apparatus efficiently replaced
the peristaltic pump, increasing pellet production from 594 pellets/
min to approximately 6,734 pellet/min. Anisolate of T. inhamatum
(UFV-3) was encapsulated in pellets containing wheat bran, rice
husk, oat bran, eucalyptus leaf or maize meal as food base at a
concentration of 50g/l. In the second step, the best food base was

evaluated at the concentrations ranging from 0to 60 g/l. The pellets
were added to R. solani infested (2 mg-macerated mycelium/g)
eucalyptus rooting substrate at the rate of 2% (w/w) and the
saprophytic activity of the pathogen was quantified with a baiting
technique. The pellets containing wheat bran, which maximally
inhibited R. solani, were used to determine the minimum pre-
incubation and competition period for pathogen suppression.
Increasing food base concentration in the pellets increased
suppression of R. solani. Additionally, there was a significant
positive interaction between food base concentration in the
formulation and pathogen suppression.

O Brasil possui atualmente a maior area reflorestada
com espécies de eucalipto (Eucalyptus spp.) no mundo. As
plantagdes destinam-se principal mente a producdo de celulose
e carvdo (Campinhos Jr., 1999). A propagacdo clona de
Eucalyptus spp. foi iniciada comercialmente em meados da
década de 80 (Campinhos & Ikemori, 1983). Esta técnica
possibilita a formago de talhBes homogéneos formados por
gendtipos silvicultural e tecnologicamente superiores e
resistentes a doencas. No entanto, as condi¢des ambientais
requeridas para o enraizamento sdo extremamente favoravels
a incidéncia de fungos fitopatogénicos, principal mente
Rhizoctonia solani Kihn (Ferreira, 1989; Alfenaset al., 1997).
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Espécies de Trichoderma aplicadas de formaisolada,
associadas com Gliocladiumvirens Miller, Giddens & Foster
ou com espécies bacterianas tém sido extensivamente
estudadas no controle de R. solani (Hadar et al., 1979; Elad
etal., 1980; Harmanet al., 1980; Chet & Baker, 1981; Nelson
et al., 1983; Beagle-Ristaino & Papavizas, 1985; Kwok et
al., 1987; Lewis & Papavizas, 1987; Knudsen & Bin, 1990;
Lewiset al., 1998). A acdo antagonista de Trichoderma spp.
ocorre principalmente em funcéo da produgéo de metabolicos
voléteis e ndo volateis, como também pelo hiperparasitismo
e pela.competicdo por espaco, nutrientes e oxigénio (Martins-
Corder & Melo, 1998).
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A inexisténcia de fungicidas registrados para a
eucaliptocultura e a baixa eficiéncia dos produtos quimicos
impossibilita 0 seu uso na propagacéo clonal de Eucalyptus
spp. (Silveira, 1996). Neste sentido, estudos de controle
biolégico utilizando espécies de Trichoderma tém sido
conduzidos no laboratério de Patologia Florestal - UFV
(Alonso, 1997; Sanfuentes, 2000). Nestes e em outros estudos
tem-se observado o0 aumento na atividade dos antagonistas
quando estes sdo aplicados apo6s seu cultivo em substratos
gue lhes sirvam de base nutricional, 0 que permite um répido
crescimento e colonizagdo do substrato, bem como, em alguns
casos, 0 estabelecimento do hiperparasitismo. Desta forma,
com o objetivo de desenvolver umaformulagdo abase de um
isolado de T. inhamatum (UFV-3), reconhecidamente eficiente
no controle biolégico de R. solani, construiu-se um aparato
simples para a produgdo massal dos granulos de alginato de
sédio. Em uma segunda etapa, o efeito da adicdo de fonte
alimentar, concentragdo, tempo de competi¢do e pré-incubacdo
foram avaliados na supressdo da atividade saprofitica de R.
solani.

O isolado de T. inhamatum utilizado (UFV-3), foi
anteriormente pré-sel ecionado quanto a capaci dade supressiva
aRhizoctonia spp., sob condi¢des controladas (Alonso, 1997),
emantido a10°C, em tubos com batata-dextrose-&gar (BDA).
Empregou-se o isolado RH-18 multinucleado de R. solani
(AG-1B) obtido de folhas de eucalipto com sintomas de
gueima foliar coletadas em jardim clonal (Silveira, 1996).

Para a producdo massal do antagonista, discos de
cultivo em BDA foram repicados para Erlenmeyers de 1.000
ml de capacidade, contendo 500 ml de meio liquido de batata-
dextrose (BD), seguindo-se incubagéo a 27 °C, sob agitacdo
rotativa, a 120 rpm. A massa de micélio foi coletada e lavada
trés vezes em agua destilada esterilizada, sob véacuo (bomba
DIA-PUMPa , FANEM, Brasil). Ap6s remover o excesso de
agua, por prensagem em papel de filtro, a massa de micélio
foi armazenada a 4 °C por 24 h, no méaximo, antes de seu uso.

Para produzir aformulagéo do tipo granulada, seguiu-
se metodol ogia adaptada de Lewis & Papavizas (1985). Para
isso, 20 g de alginato de sddio (VETEC, MG Quimica
Comercial, Brasil) foram dissolvidos em 750 ml de agua
destilada esterilizada, em agitador magnético, a40°C. Ofarelo
de trigo utilizado como fonte alimentar na concentracdo de
50 g/l foi homogeneizado em moinho elétrico, passado em
peneirade 0,42 mm e esterilizado a seco, a 90 °C, durante 24
h. Ap0s a esterilizagdo, o farelo foi misturado a 250 ml de
suspensdo de micdlio triturado do antagonista, na propor¢ao
de 17 g de micélio triturado/l. Essa suspensao foi adicionada
asolugéo de alginato de sodio (750 ml) e gotejadaem solugdo
de Cloreto de Célcio (SIGMA CHEMICAL Co) a0,25 M,
com o auxilio de uma bomba peristéltica de trés saidas (P-3
PHARMACIA, USA), velocidade 10, o que permitiu a
formacdo de gréanulos esféricos de diametro regular. Os
grénulos formados, mantidos por, pelo menos, 10 min nesta
solucdo, foram lavados em &gua de torneira, para remover o
excesso de CaCl,, e submetidos a secagem sob ventilagéo
forcada, durante dois dias a 26 °C e quatro dias a 30 °C.
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Apesar do sucesso do encapsulamento utilizando a
bomba peristéltica, com o objetivo de reduzir o tempo neces-
sario para a producdo do produto bioldgico, foi construido
um aparato simples apartir de 18 ponteiras (10 ml) acopladas
emumacaixaplésticadotipo gerbox (11 x 11 x 3cm) suspensa
numa haste metélica (Figura 1). Para testar a sua eficiéncia,
os granulos foram produzidos como anteriormente, substi-
tuindo apenas a bomba peristdltica utilizada anteriormente
pelo aparato descrito.

E possivel obter sucesso no encapsulamento de fungos
antagonistas em granulos de alginato de sddio, com o auxilio
de equipamentos como a bomba peristaltica. Porém, a maior
dificuldade em tornar viével a sua utilizagdo no controle de
fitopatégenos em condic¢des de campo esté naproducdo massal
de produtos para control e biol 6gico. Neste sistema, utilizando-
se 0 modelo de bomba peristéltica descrita anteriormente, a
producéo é de aproximadamente 594 granulos/min. Porém,
com o aparato desenvolvido, foi possivel aumentar aproducdo
para 6.734 grénulosmin. Ademais, ndo foram constatadas
diferencas significativas quanto ao didmetro dos granulos
produzidos em ambos os sistemas. Além disso, observou se
que estavariavel variou em funcéo do grau de hidratagdo dos
granulos, sendo em média igual a 2 mm nos gréanulos
completamente hidratados.

Na segunda etapa, 0 antagonista (UFV-3) foi
encapsulado e se utilizou como fonte alimentar: farelo detrigo,
palha de arroz, farelo de aveia), folhas de eucalipto ou farelo
de milho, naconcentracéo de 50 g/l. Posteriormente, amelhor
fonte alimentar foi testada nas seguintes concentracfes: 10,

Suporte —p-

Alginato de sédio
Farelo detrigo
Micélio (UFV - 3)

Ponteiras de 10 ml <« Peletizadora

Saida dos “ pellets”

Cloreto de Célcio

FIG. 1 - Aparato utilizado para a producéo massal de
“pellets’ de alginato de sddio acoplada a uma
haste metalica, tendo abaixo solugéo de CaCl,
(0,25 M) sob agitacéo.
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20, 30, 40, 50 e 60 g/l

Antes da montagem dos ensaios, amostras de 60
“pellets’ de cada tratamento foram semeadas em meio BDA
(pH 5,0) para determinar a viabilidade do antagonista e
certificar a inexisténcia de contaminantes fungicos e, ou,
bacterianos, pela observagéo das coldnias formadas. Em ne-
nhum tratamento foi observada contaminacdo dos grénulos,
bem como, 100% de viabilidade foi obtido mesmo para os
granulos que permaneceram até trés meses armazenados a
10°C.

Osgrénuloscom asdiferentesfontesalimentaresforam
incorporados em substrato de enrai zamento (70% de composto
de casca de eucalipto : 30% de vermiculita) esterilizado, na
proporcdo de 2% (p/p) em trés amostras de 100 g contidas
em caixas plésticas tipo gerbox (11,5 x 11,5 x 3,5 cm),
seguindo-se um delineamento inteiramento casualizado, com
trés repeticdes por tratamento. Apés 72 h de incubagdo, a 27
°C no escuro, o substrato foi infestado com o isolado RH-18
de R solani (2 mg/g de substrato) seguindo-se a incubagdo
nas mesmas condi¢des anteriores. Emintervalosde cinco dias,
estimou-se a densidade de inéculo de Rhizoctonia sp. pelo
método de iscas (Sanfuentes et al., 1998). Para tanto, 30
segmentos de ramos de eucalipto (15 x 3 mm) por repeticdo
foram inseridos no substrato, incubando-se no escuro a 27
°C. Apds48h, asiscasforam retiradas, |avadas e desinfestadas
com NaClO, a 1000 ppm de Cl, ativo, por 3 min, enxaguada
duas vezes com &gua destilada e esterilizada, e semeadas em
meio de &gar-aguaacidificado (pH 5). Apbs 24-48 h, avaliou-
se, sob microscopio, a presenca de estruturas do patdgeno.

Posteriormente, os grénulos produzidos com a fonte
alimentar e concentracdo que promoveram maior supres-
sividade, foram testados em diferentes tempos de incubacdo
antes e apos a infestacdo com o patégeno, obtendo-se dife-
rentes periodos de competi ¢ao e pré-incubacdo do antagonista
em relagdo ao patdgeno. Assim, em intervalos de trés dias,
infestou-se o substrato contido em caixas tipo gerbox do
antagonista e do patégeno, obtendo-se diferentes periodos de
pré-incubacdo e competicdo entre ambos, seguindo-se a
mesma metodologia e condi¢Bes descritas anteriormente.

A aplicacdo de encapsulados granulados (“pellets’)
contendo microrganismos antagonistas representa uma
excelenteinovagao parao controle de fungos fitopatogénicos,
necessitam, porém, em suaformulagéo de umafonte alimentar
(Lewis & Papavizas, 1987).

No presente trabalho, os resultados obtidos demons-
traram o efeito do antagonista T. inhamatum (UFV — 3) na
supressao da atividade saprofitica de R. solani. No entanto,
observou-se grande variagdo no nivel de supressdo em resposta
as diferentes fontes alimentares utilizadas na formulag&o.

A importancia de se utilizar uma fonte alimentar nas
formulagBes de antagonistas para o controle de fungos
fitopatogénicosjafoi observadaem outros estudos. Dentre as
fontes testadas, o farelo de trigo destacou-se e diferiu das
demais, reduzindo a densidade de indculo de R. solani para
11,1% e 5,6% a partir do décimo e décimo quinto dias,
respectivamente (Tabela 1).
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Trichoderma spp. proliferam abundantemente,
especialmente quando aplicado como micélio jovem veiculado
em farelo de trigo (Lewis & Papavizas, 1985). Com o farelo
de trigo apesar de ndo ter influenciado no crescimento radial
de isolados de Trichoderma spp., obteve-se maior densidade
de hifas (Knudsen & Bin, 1990). Esta fonte alimentar foi
considerada como o melhor meio para o crescimento e
esporulagdo de T. harzianum (Hadar et al., 1979). Em vista
destesresultados, o farelo de trigo foi selecionado como base
alimentar na aplicacdo de T. inhamatum.

Com os grénulos contendo farelo de milho ou paha
de arroz, apesar de ndo se ter obtido a maior supressividade,
verificou-se reducdo da densidade deindcul o para 30 e 23,3%,
respectivamente, apés 15 dias de incubagdo.

Outros materiais podem ser utilizados paraa producdo
de formulados a base de microrganismos antagonistas. Por
exemplo, grénulos de cel ulose foram utilizados apés aativacdo
com é&cido diluido (0,05 N HCI) (Lewis et al., 1998). Estes
autores observaram a formacdo de hifas jovens e com
crescimento ativado apés dois-trés dias, com reducédo do
tombamento de mudas provocado por R. solani e o cresci-
mento deste patégeno no solo.

Observou-se incremento significativo na supressdo do
patégeno, com o aumento da concentracdo dafonte alimentar
(farelo de trigo) (Figura 2). O modelo geral que melhor
explicou arelacdo entre a atividade saprofitica de R. solani,
expressa pela relagdo da porcentagem de iscas colonizadas
(Y) com a concentracdo da fonte alimentar (A) e o tempo de
incubacédo (B) foi Y =97,88—-0,34 A —0,65 B — 0,07 AB.

Na maior concentragéo testada, a supressdo da ativi-
dade saprofiticade R. solani foi bastante elevada. Elad et al .,
(1980) observaram que o controle biolégico correlacionou
positivamente em relacdo ao incremento de T. harzianum

TABELA 1 - Atividade sapr ofitica de Rhizoctonia solani,
expressa pela per centagem de colonizagdo de
iscas de eucalipto (Eucalyptus spp.) por
Rhizoctonia sp., em funcdo daformulagdo de
Trichodermainhamatum contendo difer entes
fontes alimentares

Atividade saprofitica de R. solani (%)

Tratamento

Odia 5dias 10dias 15dias
Testemunhal ®  956a@ 967a 97a 9,7a
Testemunha2 ®  911a 844ab 833a  789b
Folhade eucalipto 74,4 bc 96,7 a 989 a 96,7 a
Farelo de aveia 87,8 ab 744b 478b 433c
Farelo de milho 87,8ab 80,0ab 400D 30,0d
Palhade arroz 711c 71,1 bc 36,7b 23,3d
Farelo de trigo 72,2 bc 544 c 111c 56e

(1) Substrato n&o tratado com grénul os.

(2) Em cadadia, as médias seguidas pelamesmaletra, ndo diferem significati-
vamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

(3) Substrato tratado com grénulos sem fonte alimentar.
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formulado em farel o detrigo aplicado ao solo e negativamente
com o nivel de infestacdo pelos patdgenos.

N&o se observou diferenca significativa quanto a
reducdo da sobrevivéncia e crescimento saprofitico de R.
solani no solo quando se utilizou pequenas (3,0 - 7,5 g/l) ou
grandes (30 g/l) quantidades de biomassa dos antagonistas
(Trichoderma spp. e Gliocladium spp.). Dessa forma, a
utilizag8o de doses crescentes de uma fonte alimentar parece
ser mais apropriada na formulagdo dos antagonistas (Lewis
& Papavizas, 1987). Segundo estes autores, 0 tempo em que
0s“pellets’ contendo os antagonistas sao adicionados ao solo
em relagdo ao patdégeno é muito importante para a efetividade
do biocontrole. Da mesma forma, no presente trabal ho,
observaram-se diferencas na supressividade da atividade
saprofitica de R. solani, em resposta aos diferentes periodos
de aplicacdo do antagonista em relagéo ao patégeno e quanto
ao tempo de competicdo entre ambos.

Observou-se relagdo significativa e negativa entre a
atividade saprofitica do patégeno e o tempo de competicao.
Assim, 0 mais importante para o controle biol6gico de R.
solani, em substrato de enraizamento & base de casca de
eucalipto, é o tempo em que o0 antagonista compete com o
patégeno, independentemente do periodo de pré-incubacéo
de ambos (Figura 3).

Outros fatores devem ser considerados no estabel eci-
mento da supressividade de compostos a base de casca de
arvores. A idade do composto, ou sgja, 0 tempo de compos-
tagem é um dos fatores a serem considerados no resultado de
compostos supressivos e condusivos (Nelson et al., 1983).
Um solo supressivo aR. solani continhaumamaior popul agdo
de T. hamatum e esta maior taxa de antagonistas foi
influenciada pelo pH do solo, pois pH mais &cido estimula a
proliferacdo de Trichoderma spp. (Chet & Baker 1981).

Segundo os resultados deste e de outros estudos, a
aplicacdo de microrganismos veiculados em formulagfes do
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FIG. 2 - Relagdo entreaatividade sapr ofitica de Rhizoctonia
solani (RH - 18), expressa pela porcentagem de
iscas colonizadas (Y) em substrato de enraiza-
mento, e o tempo de incubacéo (X) para as
diferentes concentracdes de farelo de trigo
testadas.
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FIG. 3 - Relacdo entre o tempo de competicdo (TC), pré-
incubacdo (TPI) e atividade saprofitica de
Rhizoctonia solani (ASR), expressa pela por cen-
tagem de iscas colonizadas (%) em substrato de
enraizamento, submetido a pré-incubacado do
antagonista (UFV —3) e do patogeno (RH — 18).

tipo encapsulado granulado € dternativaviéavel parao controle
de fitopatdgenos. Especificamente no patossistema estudado,
aveiculacdo deisolados de Trichoderma spp. em granulos de
alginato de sodio, contendo farelo de trigo como fonte
alimentar na concentrac8o de 50 a 60 g/l, aplicados para
permitir pelo menos 18 dias de competicao, € uma excelente
forma de controle biol6gico de R. solani.
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