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1. RESUMO

l\lo presente trabalho, fctii pro_cedido o isolamento de Pythium 

aphanidennatum (EDSON) Fitz., do solo, utilizando-se sementes de cânhamo 

(Canabis sativa L.) como isca. Foram utilizadas técnicas de produção de 

oosporos, tratando micélio do fungo, cultivado em meio V-8-ágar + Coleste

rol, com extrato de solo não estéril, com o objetivo de dar mais uniformi-

dade ao inÓculo e maior precisão no método de inoculação. Foi estudado o 

controle quimico do 11damping-off 11 de pré-emergência do tomateiro (Lycoper

sicon esculentum Mill.), causado por E· aphanidermatum, através do trata -

manto, de sementes com os fungicidas PCNB, Carboxin, Thiram, Lesan e Clore-

to de Metoxi-etil Mercúrio. Foram utilizados os métodos de tràtamento de 

sementes a seco, "pellet" e Úmido. 

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetação, sendo 

utilizado solo não estéril, contido em vasos de barro de 27 x 27 x 10 cm • 

As sementes tratadas foram inoculadas, após o plantio, com uma 
4 

contendo 6 x 10 oosporos por ml. 

suspensa□ 

Finalmente, foi estudado o efeito do controle quimico sobre 

a população, e grupos funcionais de microrganismos do solo, especialmente 

sobre aqueles que participam dos processos de proteolise, fixação aerÓbia 

e anaeróbia, amonificação, nitrificação e desnitrificação. 
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2. INTROCUÇÃO

" 

O genero Pythium Prings�eim podé ser considerado de distri-

buição mundial, e ocupa uma diversidade de habitats provavelmente não exce 

dida por qualquer outro gênero de fungos. Espécies de Pythium têm sido 

referidas como parasitas em algas, em plantas de diversos·ambientes aquát! 

cos, além de terem sido apontadas como parasitas de cerca de 80 espécies 

de plantas cultivadas, entre as quais o tomateiro (Lycopersiçon esculentum 

Mill.). Embora considerados primariamente como patÓgenos de sementes_ e 

de plântulas, Pythium spp são responsáveis por doenças em folhagem, podri

dÕ�s de raizes em plantas adultas e podridÕes �ales ern frutos maduros ele 

gumes, tanto no campo, como armazenados ou em trânsito. 

No cultiva de tomate para a indústria, em que os plantios 

são feitos diretamente no campo, Pythium aphanidermatum ( EDSON) F
i

t.z. , é o 

causador de grandes perdas para os agricultores, por reduziram o stand fi

nal de tomateiros. 

� 

Disso resulta o interesse dos agricultores em controlar esp� 

cies habitantes do solo, sendo de fundamental importância no controle do 

patÓgeno o conhecimento•da natureza e sobrevivência das estruturas capa -

zes de persistir no solo e de agir como inÓculo primário. 
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Vários fungicidas são comumsnte 'citados como eficientes no 

controle de moléstias causadas por espéciàs de Pythium, e, a cada ano mais 

produtos são descobertos devido ao crescente avanço da pesquisa industrial. 

No entanto, apesar do grande número de produtos especificas 

para determinados grupos de microrganismos, pouco se conhece sobre o efei

to que esses produtos exercsm sobre a microflora do solo. 
 

A importância que tem o solo como base nutritiva para as 

plantas e o papel que os microrganismos desempenham no ciclo dos elementos 

nos solos, nas transformações de sua estrutura e composição, justificam a 

preocupação que devemos ter em buscar:._ o conhecimento do efeito dos defensi 

vos agricolas sobre as populações de mi;ror·ga�ismos no solo. 

No presente trabalho, pretende-se estudar o isolamento de E· 

aphanidermatum, técnicas de produção de oosporos desse fungo, e controle 

quimico do "damping-off" de pré-emergência do tomateiro, causado pelo mas. 

mo. Além disso, pretende-se estudar também o efeito desse controle sobre 

a microflora do solo, especialmente sobre os grupos funcionais que partici 

pam dos processos de proteÓlise, amonificação, fixaç;o aeróbica e anaerÓtJl 

ca-, nitrificação e desnitrificação. 
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3. REVISÃO OE LITERATURA

3.1. Características gerais do gênero Pythium 

" 

O genero Pythium foi estabelecido por Pringsheim,em 1858, e 

suas espécies foram originalmente de interesse exclusivo dos micologistas, 
f , • mas ao ,ser encontrado causando doenças de raizes em varias plantas, sua 

identificação tornou-se importante para os fitopatologistas (HENDRIX e CA!!). 

PBELL, 1973). 

várias monografias foram escritas sobre o gênero Pythium nas 

quais são apresentadas descrições de espécies, relações interespecificas , 

caracteres morfológicos, listas de hospedeiros, ilustrações e outras cara_s 

teristicas, sendo que neste trabalho foram consultadas as monografias de 

MATTHEWS (1931), MIDDLETON (1943), SPARROW (1960). 

CAMPBELL e HENDRIX (1973) estudaram a etiologia das doenças 

causadàs por Pythium e verificaram que a maioria das espécies de Pythium 

atacam principalmente tecidos joven� ou suculentos. Elas muitas vezes 

restringem o seu parasitismo a "seedlings", extremidades de raizes secundá 

rias mais delicadas, além de frutos. O fungo não se espalha amplamente 
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através das células do hospedeiro, e é rapidamente suprimido por outros 

fungos mais agressivos ou de crescimento mais rápido. Espécies de 

thium também provocam podridão em sementes, causando o "damping-off" de 
-

# " 
• pre-emergencia. Infectam plântulas recem-emergidas, ao nivel do solo,c6!::!. 

sanda tombamento e morte das plantas em sementeiras, sintoma comum de 

11 damping-off" de pós-emergência. Em florestas naturais e solos não agri-

cultáveis, a morte de plântulas por "damping-off" ou por podridão de f rai-

zes não é normalmente relatada. Este patÓgeno atravªs de seletiva elimi-

nação de espécies de plantas suscetiveis, pode agir como potente determi -

nante do tipo de vegetação de uma área. Desta forma, ao lado de 

fatores do solo, possibilitaria a seleção natural de plantas, 

grande importância ecológica, segundO CAMPBELL e HENDRIX (1973). 

3.2. Sobrevivência de Pythium spp nos solos 

outros 

assumindo 

O conhecimento da forma de sobrevivência de um patÓgeno é de 

significativa importância nos estudos de controle e epidemiologia. 

GARDNER e HENDRIX (1973) verificaram que espécies de Pythium 

sobrevivem no solo através do crescimento saprofitico e de estruturas de 

resistência. Elas não são vigorosas competidores e sua atividade saprofi 

tica fica por isso bastante resumida. Geralmente elas crescem saprofiti-

camente somente sob circunstâncias onde outros organismos ou não estão pr� 

sentes ou têm suas atividades reduzidas por fatores ambientais adversos, 

sendo a tal er'imc:i.a à alta umidade do solo uma vantagem ecol Ógica para a e� 
; 

. pecie, Verificaram tambÉm que elevados niveis de co
2 

no solo favorecem 

a atividade saprofitica de E· irregulars e E· vexans, não reduzindo o 

vel de 02 , O papel do crescimento saprofítico de Pythium spp. como meca-

nismo de sobrevivência é importante principalmente porque o fungo é capaz 
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de colonizar substratos virgens rapidamente e porque é possivel o seu cres 

cimento sob condições desfavoráveis a outros microrganismos. 

BARTON (1961) e STANGHELLINI e HANCOCK (1971) consideram que 

a sobrevivência como estrutura de resistência é mais importante do que a 

sua persistência como saprófita. O micélio de PY.thium sofre lisa tão lo-

go a fonte de alimento é esgotada, ou torna-se colonizada por organismos 

competidores. 

AYERS e LUMSDEN (1975) consideram que os principais mecanis 

mos de sobrevivência do fungo são: por meio de zoosporos e esporângios pa-

ra pequenos periodos e por meio de oosporos para longos periodos. Algu-

mas condições que favorecem o desenvolvimento e subsequente germinação de 

oosporos são conhecidas para certas espécies, especialmente para 

aphanidermatum, mas nao para muitas outras. 

Pythium 

LUNA e HINE (1964) verificaram que Pythium spp. tem sido is� 

lado tanto de solo cultivado como de solo virgem, e que persiste. no solo 
< " • , 

por extensos periodos de tempo, em ausencia de substrato colonizavel. A 

natureza exata do propágulo responsável pela sobrevivência inter-substrato 
� 

e pouco conhecida. A persistência no solo como micélio é inviável em vir 

tude da efêmera duração deste. 

Espécies com ampla gama de hospedeiros e amplos requisitos 

nutricionais .e podem ser capazes de sobrevivência na forma miceliana em cl,i 

mas tropicais e em ambientes controlados, onde continuo suprimento de maté 

ria orgânica fresca é adicionado. 

Pouca informação existe sobre a persistência de zoosporos , 

tanto móveis como encistados, em solos de campo. Pythium aphanidermatum 
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�
foi reisolado de solo infestado com zoosporos, apos 

 
7 dias, umidecendo es- 

se solo. 

No entanto, BURR e STANGHELLINI (1973) não conseguiram reis.2, 

lar zoosporos de solo exposto ao ar seco durante 12 horas. Uma vez que 

os zoosporos encistados germinam rapidamente em solo natural de campo e em 

água sem a adição de nutrientes, seu potencial de sobr@vivência deverá ser 

de extremamente baixa duração. 

STANGHELLINI (1974) considera· que sob condições de agricul

tura intensiva, esporângios e oosporos são provavelmente as estruturas ca

pazes de maior persistência no solo, na ausência de hospedeiro suscetível, 

Em espécies de esporângios lobados, os oosporos são aparentemente a primá-ria - 

se nã□ a Única - estrutura de sobrevivência. Esporângios lobados são tão efêmeros 

quanto micélio. 

BURR e STANGHELLINI (1973) verificaram que oosporos de E·

aphanidermatum produzidos em tecidos colonizados sao aparentemente dormen

tes. Geralmente menos de 100/4 deles sao capazes de germinar sob delicadas 

condições nutrici onais e ambientais. Sofrendo liberação do hospedeiro� 

rante a decomposição natural, os posporas persistem no solo e são capazes 

de germinar 80 a 100'/4 quando condições especiais de ambiente e nutricio 

nais estão presentes. A exata natureza desta mudança em dormência nao 

bem conhecida mas presumivelmente resulta de alterações enzimáticas na per. 

meabilidade da parede celular do oosporo , segundo os mesmos autores. 

STANGHELLINI (1974) sugere que o sucesso do patÓgeno em colo 

nizar o substrato é dependente da percentagem da população do fungo dorrne,:2_ 

te no solo, capaz de germinar uma vez que é unicamente esta porção da pop� 

lação que irá funcionar como inÓculo primário efetivo. 
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VAARTAJA e BUMBIERIS (1964) encàntraram abundantes propagu-

los de Pythium sp. em vários viveiros de coníferas, com pouca ou nenhuma 

doença. Eles sugerem que fatores biótipos seriam responsáveis pela baixa 

incidência da doença. Um desses fatores poderia ser a fungistase do sol.� 

a qual pode ser anulada pela adição de nutrientes, por tratamento térmico 

e por adição de extrato de solo filtrado. Esse efeito tem sido bem 

monstrado para outros fungos, embora seja pouco conhecido no caso espec1f! 

CD de Pythium spp. 

JACKSON (1958) concluiu que a germinação de conídios de Peni 
-

cillium citrinum aumentava com a adição de um monossacarídeo ao solo. Ois 

sacarideos e trissacarideos tiveram m�nor efeito, enquanto sais minerais e 

amino-ácidos ,não inibiram a fungistase. Entretanto, SCHREIBER e GelEEN

(1963) demonstraram que conidios de Verticillium albo-atrum germinaram bem 

em solo suprido com aminoácidos. 

Segundo WEL TZIEN, citado por AGNIHOTRI e VAARTAJA (1967) ,cer 
-

tos açúcares e amino-ácidos estimulam a germinação de conidios de Aspergil 

� fumigatus no solo. Exsudatos de raízes também inibem o efeito. de fu-n-

gistase e estimulam a germinação de propágulos dormentes no solo. A variá

vel efetividade de inÓculos patogênicos em causar infecções pode ser assu

mida como dependente de um delicado balanço dinâmico que existe entre o 

grau de fungistase e fatores que o anulam. A sobrevivência de propágulos 

de fungos no solo tem sido insuficientemente investigada, principalmente 

pela falta de metodologia adequada. Esporângios e oosporos de·Pythium são 

ideais para esses estudos por causa do seu tamanho. 

GARRET (1956) indica que a infecção de partes subterrâneas 

de plantas por um patÓgeno requer suficiente inÓculo às proximidades do 

hospedeiro, e, uma fonte de energia prontamente disponivel. 

AGNIHOTRI e VAARTAJA (1967) afirmam que a exsudação de com 
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postos orgânicos,pelas raízes de plantas e peias sementes germinando, po

de suprir a fonte de energia requerida pelos patÓgenos de plântulas e de 

raízes de plantas adultas. O aumento em número do parasita pode · então 

incrementar a infecção do hospedeiro. 

KRAFT et alii (1967) verificaram que embora a infecção por 

· zoosporos isolados possa causar a morte da célula invadida, a hifa infecti

va não coloniza as células adjacentes em 24 horas. rsto sugere que a in-

facção por massas de zoosporos é necessária para a s.evera necrose e subse-
,., t quente colonizaçao das raizes. GAUMAN (1950) postulou que aumentando a

quantidade de inÓculo aumenta a incidência e severidade da doença, causada

pela ação da massa de propágulos do fungo capaz de penetrar no hospedeiro.

Alguns autores,como FLENTJE e SAKSENA (1964), SCHROTH e SNY

DER (1961) ,demonstraram que sementes de plantas de variedades mais suscetf 

veis ao "damping-off" de pré-emergência exsudavam maiores quantidades de 

amino-ácidos e açúcares durante a germinação. Fatores fisicos tais como 

temperatura e umidade são importantes também para a infecção. 

KRAFT e ERWIN (1967) estudaram o efeito da temperatura na 

qualidade e quantidade de exsudatos de sementes de feijão germinando e o 

efeito desses exsudatos no crescimento e patogenicidade de!:.· aphaniderma

�- Concluíram que baixas quantidàdes de amino-ácidos e açúcares exsud!:_
\. 

dos das sementes causaram pequenas respostas no crescimento,mas afetaram a 

patogenicidade do fungo, sugerindo que reações semelhantes possam ocorrer 

no solo. Uma resposta relativamente pequena em crescimento poderá ser 

suficiente para a infecção, especialmente quando esta é iniciada por um 

simples tubo germinativo. Sob condições naturais, a concentração de nu-

trientes junto às sementes seria difícil de determinar,porque pouco é co

nhecido sobre o volume de solo no qual os exsudatos se difundem. 
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BARTON (1961) e STANGHELLINI e BURR (1973) demonstraram que 

oosporos de P. mammilatum foram estimulados a germinar em resposta aos ex-

sudatos de raizes em solo no campo. A germinação dos oosporos no solo co 

maçou após 3 horas e atingiu um máximo de 92?/4, seis horas após o solo ter 

sido s..1plementado com exsudatos de sementes de feijão. Ooosporos de P. 

aphanidermatum germinaram tanto direta como indiretamente no solo. O mo

do de germinação, entretanto, foi governado pela presença ou ausência de 

fonte de nutrientes exógenos e de água livre. Os oosporos germinaram ex-

clusivamente por tubos germinativos que continuaram a crescer e eventual -

mente terminavam em esporângio ou penetravam diretamente no hospedeiro,sem 
A 

• formar esporangios. Além de agirem como a principal estrutura de sobrevi 

vência do fungo, os oosporos também funcionam como unidade infectante pri-
, . maria. 

De acordo com STANGHELLINI e BURR (1973), embora zoosporos 

possam ser produzidos a alguma distância das raízes, sua efetividade como 

inÓculo primário pode ser considerada menor que a de oosporos germinando 

através de tubo germinativo nas imediações das raízes. 

poros poderá ser atribuida a disseminação. 

A função dos zoas 

-

Oosporos de !:.· aphanidermatum uma vez. que sao estimulados a 

germinar àn ausência de substrato colonizável, são incapazes de retomar a 

forma de estrutura de resistência no solo. Isto sugere a possibilidade 

de um controle biológico pela redução da densidade do inÓculo. através da 

incorporação ao solo de materiais capazes de estimular a germinação de oos 

poros em ausência do hospedeiro. 

AYERS e LUMSDEN (1975) verificaram que a adição de celeste -

rol em meio de cultivo V-8 Ágar, aumentava a produção e maturação de oosp,s. 

ros de P. aphanidermatum, P. ultimum e P. myriotilum. As temperaturas de 
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15ºC a 35QC foram satisfatórias para a produção de oosporos de E· aphani -

dermatum, sendo 25ºC a temperatura mais adequada para o crescimento do fu� 

go. Os mesmos autores conseguiram obter oosporos de E· aphanidermatum 

tratando placas contendo micélio do fungo - com extrato de solo não estéril. 

Esse tratamento provoca alise do micélio do fungo,com posterior produção 

de intensa quantidade de oosporos sobre o meio de �ultivo. 

MIRCETICH e FOGLE (1969) afirmam que a pâtogenicidade de !;x

thium é algumas vezes dificil de demonstrar. Como é o caso de outros pa

tÓgenos , Pythium spp. não são patogênicos sob todas as condições ambien 

tais e, possivelmente,eles são mais dependentes das condições do ambiente 

do que muitos outros patÓgenos, particularmente no que diz respeito à umi

dade e temperatura, devido à sua baixa capacidade de competição com outros 

organismos do solo. Em casos onde esses fatores têm sido ignorados ou r� 

legados a plano secundário, alguns autores não têm conseguido resultados 

satisfatórios. 

GRIFFIN (1963), ROTH e RIKER (1943) apontam entre outros f� 

tores de menores efeitos ou efeitos indiretos mas de grande importância , 

que podem afetar a intensidade das doenças causadas por Pythium, a concen

tração hidrogeno-iÔni.ca. 

YALE e VAUGHAN (1962) constataram que geralmente o principal 

efeito é a redução do vigor do hospedeiro em condições ambientais desfavo

ráveis, mantendo a planta em estado de suscetibilidade por um periodo mais 

longo. Nitrogênio na forma de nitrato + potássio , reduziram o II damping-

off" em solo Úmido, enquanto que com amônia + fosfato tal não ocorreu. U

ma vez que este efeito não foi verificado em solo seco, ele foi associado 

à atividade microbiana do solo. 

McCLURE,citado por HENDRIX e CAMPBELL (1973) ,verificou que 
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plantas de pepino deficientes em nitrogênio foram mais suscetíveis ao "dam 

ping-off" do que aquelas que tiveram suprimento adequado de N. 

BEACH,citado por HENDRIX e CAMPBELL (1973),assegura que a 

porcentagem de "damping-off" causado por E· ultimum diminuiu tanto em toma 

te como em pepino à medida que foi aumentada a adubação nitrogenada. 

3. 3. Controle Qu:i.mi co do "Damping-off"

Segundo HENDRIX e CAMPBELL (1973) a grande importância econÔ 

mica das perdas causadas pelas pragas e moléstias das plantas cultivadas 

suscitou nos agricultores e pesquisadores o interesse pelo estudo do con-

trole dos fitopatÓgenos. Um novo campo da pesquisa industrial surgiu, re-

sultando dai 
,. t . o aparecimento de um grande numero de produtos quimicos, ca-

pazes de ajudar o homem na luta contra os patÓgenos. Dentre centenas de 

produtos descobertos e utilizados como fungicidas, são ainda poucos os que 

controlam eficientemente fungos do solo. tais como Pythium spp. vários 

autores têm usado fungicidas com o intuito de controlar o "damping-off" 

causado por especies de Pythium, contudo sao ainda relativamente poucos os 

resultados concretos sobre esse assunto. A intensificação dos cultivas 

contribuiu para o aumento do emprego, muitas vezes indiscriminado, de pro

dutos qu:imicos. 

Contudo, é pequeno o número de produtos especificas para CO,!l 

trolar um determinado patógeno, do que decorre a necessidade de se saber 

quais os efeitos dessas substâncias sobre a microflora do solo, principal

mente sobre os microrganismos que são benéficos às plantas, por colocarem 

nutrientes, na forma assimilável, à disposição destas. 



13 

RONCADORI e McCARTER (1972) verificaram que o tratamento de 

solo com Dexon (p - dimetrilaminobenzenediazo - sódio - sulfonato), onde 

ocorria grande incidência de "damping-off" causado por Pythium spp., favo

recai a germinação das sementes, além de estimular o crescimento das plân-

tulas e de mudas de algodoeiro. Dentre vários patÓgenos do solo, Pythium

spp foi o mais eficientemente controlado com o uso de Oexon. 

vegetação. 

HOCH e HAGEOORN (1974) testaram vários fungicidas em casa de 

Captafol e Dexon foram os mais eficientes no controle de Ex-

thium, Fusarium e Rhizoctonia spp, entretanto, no càmpo somente Dexon rep� 

tiu os resultados obtidos anteriormente. 

AHMADINEJAD ( 1974) isolou de plÊmtulas com sintomas de "dam

ping-off" os seguintes fungos: � betae, Pythium aphanidermatum e B,bi

zoctonia solani. O autor estudou o efeito do tratamento de sementes no 

controle da doença; usando os seguintes fungicidas: Carboxin, Cloroneb, Be 

nomil, Captan, PCNB, Ceresan, Thiran, Oexon, Zineb, Os resultados mos -

traram que Oexon, Carboxin e PCNB foram efetivos no controle da doença 

Benomil foi efetivo contra Rhizoctonia mas não contra Pythium aphaniderma

tum no solo. 

VAARTAJA (1964) fez uma exaustiva revisão da literatura exi.ê, 

tente a respeito do tratamento químico, como medida de controle de doenças 

de plântulas em sementeiras e em viveiro. Relacionou entre outras medi-

das de controle o tratamento de sementes, a fumigação do solo e o tratame!;_ 
" . to do solo com fungicidas organicos. Conforme esse autor, o tratamento 

de sementes consiste numa prática econômica e muitas vezes efetiva para o 

controle do "damping-off". Tal medida pode ser considerada como um tipo 

indi�eto e suave de tratamento do solo, além de proporcionar 

consideráveis na emergência de plântulas ou até mesmo propiciar 

mais prolongada após a emergência das mesmas. 

, 
. acrescimos 

proteção 
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KRUGNER (1971) considera que os fatores que mais contribuem 

para o sucesso do tratamento de sementes são: os de ordem ecológica, o P.!:?. 

tencial de inÓculo, a fitotoxidez, o poder adesivo, a dosagem, a decomposi 

ção e a lixiviação do fungicida no solo. 

No trabalho de VAARTAJA (1964),são listados vários exemplos 

de controle eficiente do "damping-off" através do-tratamento de sementes . 

O autor cita STRONG (1962) que testou 24 produtos, dos quais somente Cap

tan propiciou efeitos favoráveis e duradouros sobre diversas essências flo 
-

restais,em solos infectados naturalmente com Pythium spp, Fusarium spp e 

Rhizoctonia spp. Por outro lado, ao citar os'trabalhos conduzidos por LA 

BDNTE (1959), destacou a ação fitotÓxica ou proteção insuficiente de Captan 

e Thiram no controle de Pythium, Rhizoctonia e Cylindrocladium spp. 

RAM REDDY et alii (1964) constataram a eficiência de Càptan 

e Thiram para o controle do "damping-off" através do tratamento de semen -

tes. Já SETLIFF e HOCKING ( 1968) observaram inconsistência nos resultados 

obtidos com vários produtos, incluindo Captan e PCNB, no controle do "dam-

ping-off" em viveiros de Pinus spp, na Tanzânia. VAARTAJA e BUMBIERIS 
~ 

(1964) indicam que os fungicidas do solo podem exercer uma dupla açao: di-

retamente contra o patÓgeno ou biologicamente, através de alterações na 

flora do solo, antagônica ao patÓgeno. 

FARLEY e LOCKWOOD (1968) verificaram que a aplicação de PCNB 

reduz o número de actinomicetos no solo, e em meio de cultura, produzindo 

desta forma, alteração na flora do solo. 

Na literatura brasileira consultada, há poucas referências 

ao controle quimico do "damping-off". Dentre estas podB ser citada :MAR 

TINEZ (1961), que obteve um eficiente controle do "damping-off" em eucalip-

to, usando fungicidas mercuriais no tratamento de sementes. Contudo, em 

eucalipto, a doença é causada por uma série de patÓgenos, dentre os quais 

Pythium spp é de pouca importância. 
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CRAM e VAARTAJA (1957) e BIAO (1964) demonstraram que Captan 

exerce um estimulo no número de bactérias,· o qual pode estar ligado a um 

balanceamento favorável na microflora do solo, que conduza ao estabelecimen 

to de um controle biológico indireto, 

Segundo KREUTZER (1963),a seletividade de um fungicida no so 
-

lo depende da natureza do produto e do grau de exposiç�o ao mesmo�Oomo na

tureza do produto o autor considera: 1º) a intrínseca•�oxicidade do ma -

rial, amvolvendo o seu modo de ação: 22) as propriedades f:1.sico - químicas' 

do ingrediente ativo, as quais determinam sua interação com os componentes 

do solo. O método de aplicação, resultando no grau de exposiçãa ao p� 

to é um importante fator, Finalmente, a seletividade do fungicida poderá 

ser dependente do tipo de solo no qual o material é introduzido, e mais e! 

pecifiti�ente da interação solo x fungicida envolvendo a biofase e os com

ponentes fÍsico-quÍmicos do solo. 

Respostas morfológicas de um organismo aos fatores ambien -

tais do solo podem alterar o grau de sua suscetibilidade ao fungicida. 

Tais reapostas em fungos são as mais variadas: formação de hifas, desen -

volvimento de rizomorfas, esclerodios, clamidoeporos, oosporos, zoosporos, 

conÍdios e outros, Essas estruturas podem variar em resistência aos fun

gicidas. 

DOMSCH,citado por KREUTZER (1963),confirmou que esporos sao 

mais resistentes do que hifas. No entanto, MORGAN (1959) constatou que 

derivados de fungicidas no solo foram pelo menos 10 vezes mais tóxicos a 

zoosporos de Ph�toehthora earasitica, do que a hifas do mesmo fungo. 

McKEEN (1954),usando brometo de metila no solo, verificou 

que os fungos eram destruidos por dosagens muito menores do que bactérias 
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e actinomicetos. Em niveis nos quais o brometo de metila funcionou como 

fungicida, houve estimulo no n�mero de bactérias, 

Segundo OVERMAN e SURGES (1956},álcool alil,quando usado em 

solução aquosa para regar sementeiras,foi tóxico para Pythium spp, Rhizoc

tonia solani e bactérias nitrificantes, mas não para actinomiceti,s, 

KREUTZER (1963) também afirma que são poucos os pesticidas 

seletivos e dentre estes, a maioria são fungicidas. Oexon, por exemplo , 

é um fungicida especifico para ficomicetos, LEACH et al (1959, 1960) con 

seguiram controlar especificamente E· ultimum e E· aphanidermatum através 

do tratamento de sementes de beterraba. 

vo contra Rhizoctonia solani. 

Dexon foi relativamente inefeti-

TOLMSOFF,citado por KREUTZER .(1963) ,fez um estudo com a fina 

lidada de determinar o modo de ação do Dexon e a razão pela qual esse pro-

duto age especificamente sobre Pythium e nao sobre Rhizoctonia. O resulta 

do desse trabalho mostrou que Rhizoctonia contém um sistema mitocondrial 

que decompõe Dexon em presença de difosfopiridina nucleotidio reduzido, Em 

Pythium tal sistema parece não estar presente. Dexon não é um produto 

muito estável e segundo HILLS e LEACH ( 1962), esse produto se decompõe rapi 

damente sob a ação direta da luz e em solução aquosa,mas,tem ação altamen

te especifica contra ficomicetos patogênicos do solo. 

3.4. Efeito do Controle Quirnico sobre a Microflora do Solo 

Recentemente tem sido dada muita ênfase ao desenvolvimento 

de produtos quimicos que,aplicados em solos infestados, irão controlar do

enças causadas por patÓgenos r10 sole, pela redução ou eliminação da popul� 

ção dos organismos patogênicos. 
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Segundo HOUSEWORTH (1973) e AGNIHOTRI et alii (1974),o fur19!. 

cida ideal seria aquele que eliminasse seletivamente ou inibisse patÓgenos 

do solo, quando usados em concentrações não tóxicas a outro s microrganismo� 

A microflora remanescente poderia então servir como uma barreira biológica 

ao reestabelecimento dos patÓgenos e, ao mesno tampo, continuaria; 

atividades essenciais à fertilidade do solo. 

suas 

De acordo com GILMAN,a avaliação das mudanças na população 

microbiana de um solo é intensamente influenciada pela técnica usada (GIL

MAN, 1963). 

O método comumente empr'egado de diluições em placas favore

. ce às espécies que esporulam abundantemente f àquelas que têm maior habili 

dade para crescer em meios de cultivo, sendo prejudicadas as espécies que 

têm crescimento lento (WARCUP, 1963). 

Segundo RICHARD8JN (1954 ), Thiram é um efetivo fungicida con-

tra muitos patÓgenos de sementes e do solo. Na India,esse fungicida tem 

sido amplamente empregado no tratamento de sementes de diversas 
, 

. especies 

vegetais para controlar fungos de solo,· O fungicida pode interagir com 

.sistemas biológicos tais como planta x microflora da rizosfera, nodulaçÕes 

de leguminosas e outros. 
,

Entretanto, pouco e conhecido acerca do efeito 

de Thiram, aplicado como protetor de sementes, seguindo práticas agricult� 

rais normais, sobre a rizosfera do solo. 

Sementes de cevada (Hordeum vulgars) tratadas com diferentes 

concêntraçÕes de Thiram foram cultivadas sobre camadas de papel de filtro, 

sob iluminação contínua por 7 dias a 302C e,a seguir,a altura das plântu -

las foi medida. O fungicida não influiu no crescimento das plântulas em 

nenhuma tias concentrações testadas (3000, 6000, 9000 e 12000 ppm). 
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Para o estudo da população da  rizosfera, plântulas foram cul 

tivadas em solo argiloso, pH 7,5, após tratar as sementes com 3000 ppm da 

Thiram. O método usado foi o de diluições em placas, Os fungos foram 

estudados em meio de Martin, as bactérias em meio de Allen e os actinomic� 

tos em meio de Conn. 

O número de fungos foi igual ao do controle (não tratado). 

Entretanto,□ número de bactérias mostrou uma estimulação inicial, mantendo 

um número constante, igual ao do controle, após uma semana. 

KARANTH et alii (1975) demonstraram que fungicida Dexon esti 

mu1'>u ligeiramente o número total de bactérias, actinomicetos e fungos no 

solo, além de inibir a conversão de. nitrito a nitrato, 

JOHNffJN,citado por MURTHY e RAGHJ (1973),mostrou que o fung,!_ 
, 

cida Thiram e rapidamente convertido em certos demitilcarbamatos conjuga -

dos. O autor constatou que esses produtos estimulam as bactérias e os 

actinomicetos na rizosfera. Tais microrganismos,por sua vez, podsm supr,!_ 

mir fungos fitopatogênicos, atuando assim indiretamente como fungicidas. 

MURTHY (1976) verificou que os fungos crescendo em associa -

ção com diferentes espécies vegetais são d iversamente sensiveis ao Thiram 
• � 

~ 

e comprovou que os fungos associados as raizes de cevada sao mais toleran-

tes ao Thiram. 

KRUGNER ( 1971) verificou que aplicações repetidas de Captan 

ao solo reduziram a população de fungos em sementeiras de eucalipto e au

mentaram a população de bactérias, tendo o mesmo fato ocorrido com o trata 

mento do solo usando misturas de PCNB + Dexon + Oithane M-45. 

MUNNECKE (1958) verificou que a persistência de fungicidas 
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não voláteis variou com os fungicidas usados. Sob semelhantes condições, 

Captan foi muito estável, Semesan foi rapidamente inativado biologicament� 

enquanto que Naban e Ferbam foram inativados não-biologicamente. Ferbam, 

composto estreitamente relacionado com Thiram, foi inativado com relativa 

lentidão quando comparado aos resultados obtidos por RICHARDSON, com Thi -

ram. 

FASSEN (1974) verificou que 15 dias após•a aplicação de 20 

partes por milhão de benomil a amostras de solo coletadas em campo experi

mental e em volta de plantas previamente tratadas com Benomil, o número da 

microflora total foi 200 e 1000 vezes mais baixo,respectivamente, do que 

antes do tratamento. Bactérias amilÓliticas, celuloliticas e 

de amÔnio não foram significativamente afetadas pelo tratamento. 

oxidantes 

A amoni 

ficação da uréia e desenvolvimento de Azotobacter não foi diferente do co� 

trole. Benomil influenciou ligeiramente a evolução de C02, Após 12 se-

manas significativamente mais (ND2 + ND3) N foi encontrado em solo tratado 

com Benomil do que no não tratado. A oxidação de nitt'ito a nitrato "in 

vitro" foi mais sens:f.vel ao tratamento com Benornil do que a oxidação de a

mônia a nitrito. 

MAHMOUD et alii (1972} verificaram que Disyston e Captan ti 

varam efeitos adversos na quantificação de flora microbiana total, actino-

micstos, bactérias nitrificantes e fixadores anaerÓbicos do N. O fungici 

da inibiu fixadores aeróbicos do N, enquanto o inseticida aumentou o núme

ro dos mesnos . 

Segundo KARANTH et alii (1975),o fungicida Dexon desapareceu 

no solo dentro de 100 dias. A aplicação do fungicida estimulou ligeira -

mente o número total de bactérias, actinomicetos e fungos, além de inibir 

a conversão de nitrito a nitrato mais intensamente do que a oxidação de 
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amÔrr.i.o a nitrito. Ao mesmo temp� a oxidação de nitrito por células de 

,resistência de Nitrobacter winogradskii nãb foi afetada por este fungicida. 

Baseados nessas observações os autores sugeren que Dexon afeta principal -

mente a nitrificação heterotrÓfica no solo. N-N-Dimetil-p-fenilendiamine 

(DMPDA), o primeiro produto da degradação do Dexon foi igualmente tóxico a 

Pythium spp, o patÓgeno contra o qual Oexon é comumente usado. 

RONCAOOBI e McCARTER (1972) comprovaram que o tratamento do 

solo com Brometo de metila ou Dexon, onde ocorria grave incidência de "da!!!, 

ping-off" causado por Pythium spp.,estimulou o crescimento de plântulas de 

algodoeiro. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1. Meios de Cultura 

For am utilizados no presente trabalho os seguintes meios de 

cultura: 

4.1.1. MPA 

(maltose 4 g, peptona 1 g, ágar 7,5 g, água 1.000 ml) auto -

clave a 12DºC durante 20 minutos. 

4.1.2. V-8 Ágar + Colesterol 

(Suco V-8 200 ml, CaC03 2,5 g, Colesterol 30 mg/1 e H2D q.s. 

p. 1.000 ml).

O Colesterol foi dissolvido em álcool (95�) e adicionado aQ 

meio após a autoclavagem (120QC 20') 



4.1.3. Solução Salina de Winogradsky 

K2HP04 5g, MgS04 2,5 g, NaCl 2,5 g, Fe2(804)3 0,05 g

H� q.s.p. 1.000 ml, pH neutro, autoc. 1102c 20'. 

4.1,4. Solução de Oligoelementos 
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Molibdato de Potássio 0,05 � Borato de SÓdio 0 ,05 g, 

Percloreto de Ferro 1 gota, Nitrato de Càbalto 0,05 g, Sul

fato de Cadmium 0,05 g, Sulfato de Cobre 0�05 g, Sulfato cle 

Zinco 0,05 g, Sulfato de Manganês 0,05 g, H2□ q.s.p. 1.000 ml.

Autoclavagem llOºC 20'. 

4.1.5. Extrato de Terra 

Solo fértil, misturado a igual volume de água destilada, es-

terilizado a 127ºC durante 1 hora. Esfriado rapidamente a-

brindo a válvul� da autoclave até atingir 1102C, Filtrado 

ainda quente, centrifugado a 10,000 r.p.m. durante 15 minutos. 

pH neutro. 

4.1.6. Meio de Martin 

Peptona 5 g, Fos-fato de Potássio Monobásico 1 g
1 

Glucose 10 

g, Sul-fato de Magnésio 0,5 g, Rosa Bengal (1:3.000) 100 ml, Á

gar 20 g, Sulfato de Estreptomicina (traços). 

4,1.7. Meio para Determinação de Bactérias 

Peptona 10 g, Glicerol 10 g, P04HK2 1,5 g, S04Mg 1,5 g,Ba� 

to-ágar 15 g, água destilada q.s.p. 1.000 ml. pH 7,2. Solução 

1:1.000 PCNB 10 ml/1. 
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4.1.8. Meio para Determinação de Actinomicetes 

Glicerol 10 g, Asparaginato de Sódio 1 g, Fosfato de Potás -

sio Monobásico 1 g, Agar 15 g, Solução de Oligoelementos 1 ml, 

Água q,s,p. 1.000 ml,pH 7,0 autoclavagem llOºC 20 1
• 

4.1.9. Meio para Estudo da Fixação AerÓbia 

~ 

Soluça□ Salina 50 ml, Manitol 10 g, Extrato de Solo 10 ml 

Solução de Oligoelementos 1 ml, Carbonato de Cálcio 0,5 g, 

gua q.s.p, 1.000 ml, autoclavagem llOºC 20', pH 7,0. 

4.1.10. Meio para Estudo da Fixação Anaeróbia 

Solução Salina 50 ml, Fosfato Monopotássico 0,75 g, Soda 

0,1 N 33 ml, Glucose 10 g, Extrato de Solo 10 ml, Solução de 

Oligoelementos l ml, Água q.s.p. 1.000 ml, autoclavagem llO�C 

20', pH 7 ,O. 

4.1.11. Meio para Estudo da ProteÓlise 

Solução Salina 50 ml, Gelatina 30 g, Solução de Oligoelemen

tos 1 ml, Água q.s.p. 1.000 ml, pH 7,2 autoclavagem llOQC 20'. 

4.1.12. Meio para Estudo da Amonificação 

Solução Salina 50 ml, Asparagina 0,2 g, Solução de Oligoele

mentos 1 ml, Água q.s.p. 1.000 ml, autoclavagem llOºC 20'. 
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4.1.13. Meio para Estudo da Nitratação 

Solução Salina 50 ml, Nitrito de sódio l g, Carbonato de Cá.1 

cio 1 g, Água q.s.p. 1.000 ml, autoclavagem ll09C 20 1 

4.1.14. Meio para Estudo da Nitrosação 

Solução Salina 50 ml, Sulfato de Amônia 0,5 g, Carbonato de 

Cálcio 1 g, Águ a q.s.p, 1,000 ml, autoclavàgem llOgc 20' 

4.1.15. Meio para Estudo da Desnitrificação 

Solução Salina 50 ml, Nitrato de Potássio 2 g, Glucose 10 g, 

Carbonato de Cálcio 5 g, Solução de Oligoelementos 1 ml, 

q.s.p. 1.000 ml, autoclavagem 1109C 20'

4.1.16. Meio para Estudo da Fixação AerÓbia 

agua 

Solução Salina 50 ml, Manitol 10 g, Extrato de terra 10 ml , 

Solução de Oligoelementos 1 ml, Carbonato de Cálcio 0,5 g, 

gua q.s.p. 1,000 ml, autoclavagem llOQC 20' 

4.1.17. Meio para Estudo da Fixação Anaeróbia 

a-

Solução Salina 1 50 ml, Fosfato Monopotássico 0,75 g,SodaO,lN 

33 ml, Glucose 10 g, Extrato de terra 10 ml, Solução de Oligoe 
. -

lamentos 1 ml, água q.s.p. 1.000 ml. 



4.2. Solo 

• N 

Foi utilizado solo de boa fertilidade, coletado na regiaa de 

Piracicaba, pH em torno de 6,0, cultivado continuamente com hortaliças. O 

solo não foi esterilizado para uso no presente trabalho. Por ocasieo da 

coleta do solo essa área 'não estava sendo cultivada há seis meses. 

4.3. Sementes 

Foram utilizadas neste trabalho sementes de tomate variedade 

Santa Cruz, obtidas de 

radas para o plantio. 

frutos maduros.adquiridos no comércio local e prep! 

No teste de patogenicidade foram usadas também, se 
-

-

mentes de pepino, milho, soja e algodão, fornecidas pela Seção de Sementes 

da ESAlQ,das quais não foi possivel indicar as variedades, 

estavam isentas de qualquer tratamento quimico. 

4.4. Fonte de InÓculo 

Tais sementes 

Foi utilizada uma cultura de Pythium aphanidermatum, isolada 

do solo e cultivada em meio V-8 Ágar. 

4.5. Funaicidas Usados 

Foram usados os fungicidas PCNB, Carboxin, Lesan, Cloreto de 

matoxietil mercúrio e Thiram, nas vias de tratamento a seco, "Pell et" e 

Úmida, seguindo-se as concentrações recomendadas pelos fabricantes, conti

das nas embalagens dos produtos (Quadro 1). 
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4.6. Isolamento e Cultivo de Pythium aphanidermatum 

Foi utilizada uma cultura de Pythium aphanidermatum isolada 

de solo, trabalhado anteriormente com hortaliças, pelo processo rotineiro 

empregado para ficomicetos aquáticos, de acordo com CARVALHO (1965): diSS,!;!

veram-se 10 gramas de solo seco ao ar (passado po� uma peneira de malha f,i 
2 

na 1 mm 

geneizar. 

e moida em moinho de bola) em 1 1 de água. ' Agitou-se atá h□m!?_ 

Distribuíram-se em 30 placas de Petri e adicionou-se 1 metade 

de semente de cânhamo (Canabis sativa) por placa. Observou-se depois de 

dois dias o crescimento do fungo em volta das sementes, formando uma rede 

de micélio. Retiraram--se, com uma alça de platina, pequenos fragmentos 

desse micélio e transferiu-se para placas com meio MPA. Incubou-se a 

Após 48 horas verificou-se o crescimento do fungo sobra o meio. R� 

tirou-se, com um vasador de rolhas, um pequeno bloco da periferia da colÔ-

nia, levando-se para placas de Petri vazias. .Sobre o bloco colocou-se 

uma metade de semente de cânhamo e irrigou-se a placa com água destilada 

até um limite menor que a superficie do bloco. Em dias posteriores repi-

cou-se o fungo que cresceu em volta da semente, para placas com meio de 

cultura, purificando-se o isolado. 

ferido para meio V-8 ágar. 

Após o isolamento, o fungo foi trens-

4.7. �roctução de Oo�oros e Preparo do InÓculo 

Considerando que os oosporos são as estruturas do patÓgeno 

mais eficientes para reproduzir sintomas da doença artificialmente, e, pe

la maior facilidade de calibragem do inÓculo quando são usadas essas estl::!. 

tuf'as, foi adotada a técnica usual de produção de oosporos, usando extrato 

de solo (AYERS e LUMSDEN, 1975). Dissolveram-se em um litro de água lOg:s_a 

mas de solo fresco seco ao ar, agitou-se, deixou-se em repouso durante 24 
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horas e filtrou-se (em pape1 filtro Whatman nº 1). Sobre cul tura.s de �-

thium aphanidermatum em meio V-8 Ágar + Colesterol, com 6 a 8 dias de ida

de distribuiu-se 10 a 20 ml do extrato de solo, com aspersor de marca SNIP 

e incubou-se a 25QC, A partir de 72 horas verificou-se, sob a lupa, que 

houve lise da massa de micélio cotonoso que antes havia na placa, e em seu

lugar apareceram oosporos em profusão. 

,

Com pincel de pelos macios a camada superficial da cultura 

contendo oosporos foi transportada para um Becker; a seguir fez-se passar 

esse material por 4 camadas de gase para extrair os restos de micélio. Os 

oosporos foram lavados duas vezes em água destilada, fazendo-se a cada la

vagem uma centrifugação durante 10 minutos a 10.000 r.p.m., para sep� 

os oÓsporos da água, a fim de eliminar a ação do extrato de solo. �inal -

mente calibrou-se o inÓculo, através de diluições, contando-se os oÓsporos 

no hemacitÔmetro. 

4 
O inÓculo foi utilizado na concentração de 6 x 10 oósporos/ 

ml. 

4.8. Teste de Patogenicidade 

A patogenicidade do isolado foi testada de duas maneiras: 

a) Inoculando-se "seedl ings" de tomate, pepino, soja, algo-

dão e milho, 3 a 5 dias após a plantinhas; emergencia das 

b) I nocu lan do-se as sementes na sementeira por ocasiao do 

plantio. 

4 
Com o inÓculo calibrado para 6 x 10 oÓsporos/ml foi pipeta-
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do 1 ml às proximidades do colo dos "seedlings" e/ou as proximidades das 

sementes; em vasos de barro de 27 cm de lado por 10 cm de altura. O tes-

te foi feito durante o mês de agosto em condições de casa de vegetação. A 

umidade foi mantida regando-se os vasos com aspersor de bico-fino, duas ve 

zes ao dia. 

deste estudo. 

A temperatura média diária foi de 25QC durante a realização 

Após cerca de 8 a 10 dias foi feita a observação e conta -

gem do número de plantas vivas. Em cada vaso foram plantadas 40 semente� 

sendo duas por cada cova. Estas foram feitas com a extremidade posterior 

de uma caneta esferográfica comum, e com a profundidade de mais ou menos 

2 cm. Cada tratamento teve 3 repetições, cada repetição correspondendo a 

um vaso, sendo igual número de sementes plantadas sem inocular, servindo 

como testemunhas. 

4.9. Controle Quimico do 11Damping-off11 de Pré-Emergência em Tomatei 
ro 

O controle quimico em estudo no presente trabalho constou do 

tratamento de sementes com fungicidas, visando controlar o "damping-off" 

de pré-emergência do tomateiro . 

repetições 

O delineamento empregado foi o de blocos casualizados com 3 

e 17 tratamentos. 

Foram utilizados vasos de barro impermeabilizados intername� 

te, de dimensões de 27 x 27 x 10 cm. 
# 

O solo foi coletado de uma area que 

nao estava sendo explorada no momento, na região de Piracicaba, e que ant� 

riormente fora cultivada com hortaliças. Trata-se de solo de boa fertili 

dade e não foi esterilizado para utilização neste trabalho; passando-o ap� 
2 

nas em peneiras de malha fina (1 mm). 
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Foi procedido o tratamento de sementes com cinco  fungicidas 

escolhidos, utilizando-se 3 vias: peletização, tratamento a seco e trata-

menta via Úmida. As concentrações usadas forem as recomendadas pelos fa-

bricantes, contidas nos rótulos das embalagens. Para facilitar o trata-

menta via seca e "pellet", os fungicidas foram veiculados em talco inerte

e bem homogeneizados. No tratamento via Úmida □_produto foi veiculam em 

águ a destilada. Visando um melhor controle da área de dispersão dos fun-

gicidas no solo, foi feito o plantio das sementes no interior de tubos de 

papel parafinado de O ,8 cm de diâmetro por 2,0 cm de comprimento. Cada 

tubo foi enterrado nos vasos até a metade; efetuou-se o plantio e cobriu -

-se o restante do tubo com solo, de modo a que os niveis superiones dos tu 

bos e do solo no vaso coincidissem. Logo após o plantio foi pipetado 1 

ml do inÓculo, (contendo 6 x 10 oosporos/ml), em cada tubo. A seguir· , 

os vasos foram uniformemente regados com um aspersor de bico fino, de modo 

a manter a umidade adequada para o desenvolvimento do fungo e para a germ! 

naçao das sementes. Nas testemunhas as sementes foram peletizadas e tra-

tadas a seco com talco inerte puro. 

das em água, durante 2 minutos. 

No tratamento via Úmida foram deixa-

Foram utilizados dois tratamentos como testemunha, sendo que 

no primeiro as sementes foram inoculadas e no segundo não. 

, 

A germinaçao das sementes ocorreu 3 - dias apos o _plantio. 

Ao dácimo dia foi feita a leitura final, contando-se o número de plantas 

vivas por tratamento e a altura média dessas plantas (Tabelas 1 e 2). 
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4.10. Efeito do Controle Quimico sobre a Microflora do Solo 

ApÓs a leitura dos resultados do controle quimico, as plan

tas foram cortadas ao n:1.vel do solo e os vasos deixados secar ao ar por 3 

dias. A seguir, os tubos de papel colocados no vaso antes do planti.o., f!2_ 

ram retirados com uma pinça, e colocados em sacos de papel impermeável, s! 

parados por tratamento, As frações de solo, contidas.nos tubos, foram r! 

tiradas, formando-se uma amostra de solo para cada fungicida, o mesmo ocor 

rendo com os tratamentos testemunhas. Foram obtidos assim 6 tratamentos, 

correspondentes aos cinco fungicidas mais a testemunha. 

As amostras de solo foram moidas, em moinho de bola marca 

NORTON, homogeneizadas e pesadas para as diluições em série. De cada a-

mostra de solo foram pesadas 20 g e dissolvidas em frascos contendo 180 ml 

de água destilada esterilizada. 
-10

10

~ , -1
Fez-se a diluiçao em serie de 10 a 

Para as determinações de fungos, bactérias e actinomicetos , 

foram utilizados os meios adequados, distribuídos em placas. Estas foram 
-3 -7

i noculadas com as suspensões de solo de 10 a 10 , com cinco repetições. 

As placas foram incubadas a 28ºC, em estufa bacteriológica, sendo feitas 

as contagens do número de colônias por placa aos 2, 3 e 5 dias após a incu 

bação. 

Para ,as demais determinações, foram utilizadas as técnicas 

descritas por GIRARD e ROGIEUX (1964). Os resultados foram transformados 

em número provável de microrganismos por grama de solo, utilizando-se a Ta 

bela de McCRADY, citado pelos mesmos autores. Nas determinações dos amo-

nificantes, nitrosantes, nitratantes e desnitrificantes, foram utilizados 

processos quimicos, tomando-se uma aliquota do meio inoculado após a incu-
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bação, e tratando com reativos especiais para determinar a presença de amô 
-

nia, nitrito e nitrato, produzidos por ação microbiana. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5 .1. Isolamento 

A técnica comum para o isolamento de ficomicetos aquáticos, 

utilizando semente de cânhamo como isca, foi empregada com sucesso no pre-

sente trabalho. Os 26 isolados obtidos, dentre 30 placas usadas no isol� 

menta, comprovam a eficiência do método repetindo o resultado obtido por 

CARVALHO (1965). Dentre os ficomicetos isolados por esse 111étodo, predom3;, 

nau o gênero Pythium, particularmente a espécie E· aphanidermatum, de a cor 

do com as monografias de MATHEWS (1931), MIDDLETON (1943), SPARROW (1960) 

5.2. Produção de Oosporos 

O isolado de Pythium aphanidermatum utilizado no preslE!nte 

trabalho foi cultivado em meio V-8-ágar. Foi obtido um vigoroso cresci -

manto do fungo cultivando-o nesse meio suprido com Colesterol. As placas 

foram completamente preenchidas por um micélio cotonoso em 3 dias, a 259C 

no escuro, o que está de acordo com AYERS e LUMSDEN (1975). A obtenção 

de oosporos, seguindo-se a técnica de tratar as placas contendo micélio 

com extrato de solo não estéril, coincidiu plenamente com os resultados ob 
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tidos por AYERS e LUMSDEN ( 1975). Esta técnica pode ser utilizada nos

trabalhos com Pythium aphanidermaturn, bem como com outras espécies de Ex,

thium, apresentando a vantagem de facilitar a calibração do inÓculo, dando 

maior uniformidade nas inoculações, urna vez que outros autores obtiveram 

grandes variações nos resultados de suas inoculações, provavelmente pelo 

fato de usarem micélio, � uma mistura de outras estruturas do fungo, em di 

ferentes estágios de maturação, o que daria diferente� respostas em germi

nação e penetração do patÓgeno no hospedeiro. 

No presente trabalho foi obtida uma percentagem de 80-9(Jl/4 de 

oosporos maduros, 6-8 dias após o tratamento das placas contendo micélio 

com extrato de solo, o que poderia ser admitido como provável efeito de 
' uma maior atividade microbiana no solo aqui utilizado, quando comparado a-

quele utilizado por AYERS e LUMSOEN (1975), uma vez que esses autores ob.ti 

veram um indice de oosporos maduros semelhantes, após 14-15 dias. 

A adição do colesterol ao meio V-8 favorece; considervavlmen 

te o crescimento do fungo, comparado ao crescimento em meio sem colesterol. 

A maturaçao dos oosporos também foi favorecida pelo uso do colesterol, o 

que concorda com AYERS e LUMSDEN (1975). A temperatura de 25ºC foi ade 

quada para o desenvolvimento rápido do fungo. 

O uso do extrato de solo nao estéril provocou a lise do micé 

lia de P. aphanidermatum, induzindo o fungo a formar oosporos, o que pode-
( ..._ ~ A 

ria ser atribuido a açao antagonica da microflora ativa, contida no extra-

to de solo, a qual forçaria o fungo a formar estruturas de resistência. O 

efeito de fungistase proporcionado pela atividade dessa flora pre$ente .no 

solo, poderia impedir a germinação dos oosporos. A lavagem desses oospo-

ros e a diluição com água destilada, feita para calibrar o inÓculo, propor 

cionaria uma redução no efeito de fungistase do extrato de solo, o qual se-
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( ria totalmente anulado pela açao dos exsudatos elas raizes garminam:lo i con-

forme sugerem BARTON ( 1961), STANGUELLINI '(1971 e 19?4), AYER6 e LUMSOEN 

(19?5), BURR (1973), AGNIHOTRI (1967), FLENTJE e SAKSENA (1964) e SC!fflTH 

e SNYDER ( 1961) . 

5.3. Teste de Patogenicida��-

O sucesso na reprodução de sintomas do "t:lamping-off 1• em mi

lho, soja, algodão, pepino e tomate (Tabela 1), mostram que!:,, aphaniderma 

� apresenta uma gama de hospedeiros bastante ampla, o que concorda com o 

trabalho de MIDOLETON (1943), que lista uma série de espécies vegetais co-

mo hospedeiras desse patÓgeno. O inÓculo, calibrado para 6 x 10 oospo -

ros/ml, foi adequado para promover o "damping-off 11 tanto em pré-emergência, 

como em pós-emergência. 

A inoculação do patÓgeno em i:ós.-emergência foi menos eficien 
-·

te do que em pré-emergência, o que poderia ser justificado pela ação ooe

exsudatos de sementes sobre a germinação dos oosporos do fungo, e;,_subee�

te colonização dos tecidos do hospedeiro, uma vez que esses exsudatas de

sementes germinando e de raizes em crescimento, suprem a fonte de energia

e nutrientes necessárias ao melhor desenvolvimento �o fungo no solo, de

aeardo com AGNIHOTRI e VAARTAJA (196?). Portanto, a inoculação no colo

diminui, provavelmente, a possibilidade de interferência de referidos ex�
. ' 

�tos sobre a germinação dos_oosporos do fungo.

Das sementes e plântulas infectadas conseguiu-se reisplar o 

patÓgeno, através da técnica de isolamento com isca de semente de cânhamo,, 

o que comprova a patogenicidade do isolado utilizado no presente trabalho,

segundo os postulados de KOCH.

35 
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Tabela 1. Médi.as de número de plantas vivas 15 dias após a inoculação ( 3 -
repetiçÕes) 

Hospedeiro 

Algodão 

Milho 

Tomate 

Pepino 

Soja 

, A a Pre-Emergencia 

43 

36 

8 

12 

23 

, A b 
Pos-Emergencia 

56 

45 

14 

18 

31 

a= Para cada repetição foram plantadas 100 sementes de um lote com poder 
germinativo acima de 900/�;

b = A inoculação foi feita em 100 plântulas, por repetição, 3 dias após o 
inicio da germinação. 

5,4. Controle gld}mico do "ciameing-off" 

O fungicida Lesan (sinônimo de Oexon) foi o mais eficiente 

no controle do "damping-off" de pré-emergência (Tabela 2). Este resulta-

do concorda com aqueles obtidos anteriormente por outros autores, usando 

Oexon (KARANTH, 1974, e RONCAOORI e Me CARTER, 1972). Tais autores afir-

maram que o uso do Dexon estimulou o crescimento de bactérias no solo, o 

que provocaria um controle indireto do patÓgeno, pela ativação da flora an 

tagÔnica. Os resultados dos ensaios microbiológicos mostram que houve r_! 

almente um acentuado desenvolvimento de bactérias e actinomicetos no solo 

tratado com Lesan. 

A maior eficiência do Lesan demonstrada no tratamento via se 

ca sobre as v ias 11pellet" e Úmida é contradi tÓria, pois devia-se esperar 

que a peletização protegesse as sementes por um periodo mais prolongado 
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do que usando as vias ssica e c'.imida, mas sendo ·a semente do tomate rugosa 1 

~ # 

apresentando reentrancias que podem reter pequenas porçoes do fungicida, e 

provável que esse fator tenha contribui do para tal resultado, sem, no en

tanto, ter sido a unica causa. 

Tabela 2. Número médio de plantas vivas por tratament,o 15 dias após a ino 
culação das sementes com fungicidas (3 repe�içÕes)* 

Fungicidas 

1 PCNB 

2 Carboxin 

3 Neantina 

4 Thiram 

5 Lesan 

* Médias seguidas

A seco 

15,00f 

19,33de 

19,00de 

28,JJc 

35,00a 

da mesma letra 

Método de Tratamento 

Pellet Úmida 

19,33 de l6,65ef 

26,33c 27 ,33c 

13,66g 19,66d 

27,33c 25,66c 

31,00b 27,00c 

nao diferem estatisticamente. 

O resultado obtido com Thiram mostrou que esse produto tam

bém é um bom protetor de sementes, coincidindo com as afirmativas de RI-

CHARDSON ( 1954). Os resultados demonstram que não houve influência da 

via de tratamento sobre o efeito do fungicida, sendo a mesma eficiência de 

monstrada nOs tratamentos por via seca, "pellet" e via Úmida; quando se u

tilizou o Thiram. 

Semelhantes aos resultados do Thiram, foram os obtidos com 

Carboxin, nas vias "pellet" e Úmida. O tratamento via seca nao apresen -

tau um bom controle. O PCNEl, que é conhecido como um fungicida espec:i.fi-

co para controlar Rhizoctonia, mostrou-se, nas condições deste trabalho 
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ineficiente no controle de Pvthium. A maior intensidade dos sintomas de 

"damping-off", verificada nos tratamentos com PCNB e Neantina, sugerem que 

provavelmente esses fungicidas favoreceram ao desenvolvimento de Pythium, 

por inibir os microrganismos antagônicos presentes ao solo, o que concorda 

com o trabalho de FARLEY e LOCKWOOD (1968), no qual verificaram que o PCNB 

reduz a população de actinomicetos no solo. 

O tratamento com Neantina foi semelhante· àquele com PCNB ,mo� 

trando que apesar deste ser um fungicida especificamente recomendado para 

o tratamento de sementes, não teve efeito sobre E· aphanidermatum, agente

de "damping-off", nas condições do presente trabalho, sendo que não foi 

obtida confirmação na literatura. O tratamento em que as sementes sem re 

ceberem fungicidas, foram inoculados, apresentou perda quase total das se

mentes, demonstrando talvez, a eficiência do método de inoculação utiliza

do, a influência dos exsudatos de raizes em promover a germinação dos oos

poros do fungo e a patogenicidade do isolado estudado. 

No tratamento em que nao houve inoculação nem aplicação de 

fungicidas nas sementes, as plântulas se desenvolveram normalmente, apre -

sentando o melhor crescimento dentre todos os tratamentos, o que significa 

que apesar de o solo não ter sido esterilizado, provavelmente, não havia 

nenhum patÓgeno de sementes ativo no seu interior. Comparando-se as alt� 
" t . ras de plantulas resultantes do tratamento qu1m1co de sementes, verifica -

-se que as testemunhas não inoculadas apresentaram um desenvolvimento em 

tamanho de plântulas maior do que todos os outros tratamentos (Tabela 3) 

Isto sugere que,provavelmente, a inoculação influiu no crescimento 

plântulas, e que a ação do fungo poderia ter prejudicado a absorção de 

das 

a-

gua e nutrientes pelas raizes, sem chegar a causar a morte das plântulas. 
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Tabela 3. Média de altura das plântulas (cm) provenientes de sementes tr!_ 
tadas com fungicidas 15 dias após a germinação,* 

Tratamentos 
Método de Tratamento 

A seco "Pellet" Úmida 

PCNB 7,94g 8,56s 7,87gh 

Carboxin 8,71d 6,52j 9,63b 

Neantina 7,88gh B,14f 7,98fg 

Thiram 8,92c 5,17h 8,37e 

Lesan 7,72h 5,881 '7,37i 

Testemunha inoculada 5,00m 6,03m 6,02m 

Testemunha não inoculado 10,00a 11,05a 10,06a 

* Médias seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente

5.5. Efeito dos Fungicidas sobre a Microflora do Solo 

Os resultados apresentados nas Figuras de 1 a 10 mostram que 

os fungicidas, utilizados no presente trabalho, tiveram os mais variados 

efeitos sobre as populações e grupos funcionais estudados. Isto é perfe_i 

tamente compreensivel, dadas as diferenças entre as formulações 

desses produtos. 

� . quimicas 

Como o solo é um sistema vivo, onde constantes processos 

biológicos estão se desenvolvendo, resultando en alterações quimicas e fi

sicas, especialmente na rizosfera, toda e qUalquer substância adicionada à 

esse complexo poderá provocar alterações no seu funcionamento. Os fungo� 

bactérias e actinomicetos, que constituem as populações mais importantes 
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desse complexo biológico, certamente terão o seu desenvolvimento 

pelas alterações induzidas. 

afetado 

' 
.As respostas desses microrganismos as mudanças ocorridas no 

seu habitat- podem ser as mais diversas. Elas são dependentes de uma 

série de fatores, ainda pouco conhecidos e extremamente variáveis. 

Nas condições do presente trabalho, o fungicida Lesan favor! 

ceu ao aumento do número de bactérias e actinomicetos, sem alterar a popu� 

lação de fungo. Fato semelhante já fora observado por KARANTH (1975) que 

usou DEXON, sinônimo de Lesan. 

Os organismos proteoli ticos foram incrementados pelo PCNB e 

pelo Lesan. Os demais produtos não afetaram este grupo funcional. 

O número de organismos que liberam amônia no solo, a partir

de compostos orgânicos nitrogenados, foi bastante reduzido pelos fungici -

das usados, exceto pelo PCNB, que não afetou tal população. Esse efeito 

é bastante prejudicial à fertilidade do solo, sendo por isso, de elevada 

importância agronômica. A obtenção de plantas mais vigorosas a partir de 

sementes não tratadas com fungicidas (Tabela 3} poderia,assim, ser atri -

buida a uma redução de amonificação no solo, pelos fungicidas. 

Os grupos que realizam as fixações aerÓbia e anaeróbia, a ni 

tritação e a nitratação, não foram afetadas pelos fungicidas usados. 

A desnitrificação foi favorecida pela açao dos fungicidas 

Carboxin, Neantina e Thiram, Este fenômeno concorre para uma perda no 

teor de N do solo, tendo portanto importância agronômica considerável. 

O exato mecanismo responsável por esses fenômenos é pouco co 
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nhecido. LOCKWOOD (1976) considera que as práticas agrícolas necessárias 

para ,a melhor produtividade de uma plantação, podem favorecer a microorg� 

nismos patogênicos. Dentre essas práticas, o autor cita, como de grande 

importância, a aplicação de pesticidas. Citando KATAN e ESHEL, o mesmo 

autor demonstra que um pesticida pode afetar as doenças de plantas de 4 mo 

dos: 

a) por efeito direto sobre o patÓgeno; · b) por afetar a vi

rulência do patÓgeno; c) através do efeito sobre a microflora do solo e 

d) afetando a planta hospedeira.

Ainda o mesmo autor demonstrou que a aplicação do herbicida 

atrazina ao solo aumentou a população de Fusarium, intensificando a □cor -

rência da doença causada por esse patÓgeno. O autor demonstrou que o me-

canismo, ness·e caso, foi a estimulação direta do patógeno pelo produto. 

rificou também que o fungicida PCNB utilizado para controlar patÓgenos 

Ve 

do 

solo, tais como Rhizoctonia e Sclerotium spp., provocou um aumento na ocor 

rência de doenças causadas por patÓgenos tolerantes ao PCNB, entre eles Fu 
-

sarium e Pythium. Tais fatos podem ser considerados como resultado da s� 

letiva inibição de componentes da microflora do solo. Quando PCNB foi

adicionado ao solo, em ausência de uma fonte de energia, as populações de 

fungps, bactérias e actinomicetos no solo não foram afetadas. Quando foi 

adicionada unicamente uma fonte de energia, todos os três componentes au-
, 

mentaram em numero. No entanto, quando a fonte de energia foi adicionada 

ao solo, sm presença de PCNB, actinomicetos foram fortemente suprimidos 

assim como certos componentes da flora fÚngica. Em testes "in vitro" ,foi 

confirmado que essas · supressÕes ocorrem por efeito direto do PCNB. A 

supressão desses maiores componentes da microflora, aparentemente, permite 

um sel�tivo aumento naqueles componentes microbianos tolerantes ao PCNB. 

Estes incluem bactérias e alguns fungos, inclusive patÓgenos do gênero B:!::, 
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sarium e Pythium. O PCNB também pode causar redução na população dos mi-

crorganismos que colonizam saprofiticamente partlculas orgânicas no solo. 

Em experimentos em estufa, ZAKARIA t citado por LOCKWOOD

(1976), o herbicida Cloramben, usado para controlar ervas daninhas em soja, 

aumentou a severidade da· doença das raizes de soja, causada por Thielaviog 

� basicola, segundo o mesmo autor. Foi verificado ,que houve um aumento 

na germinaçao dos esporos do patÓgeno na rizósfera, oéasionado por um est! 

mulo na exsudação de amino-ácidos pelas r aizes. Tais exemplos fornecem 

valiosas informações, não somente para explicar os mecanismos pelos quais 

as doenças de raizes podem ser aumentadas em severidade, pelo uso de pesti 

cidas, mas também fornecem Úteis informações a respeito das tomadas de de-

cisoas na hora de escolher o produto a ser usado. 

são poucos os trabalhos sobre o efeito dos pesticidas sobre 

os microrganismos no solo, especialmente sobre grupos fisiológicos especi-

ficas. Portanto, os exemplos aqui citados demonstram alguns dos prova-

veis mecanismos pelos quais as populações de microrganismos são afetados 

no solo, justificando os resultados obtidos no presente trabalho. 
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Fig, 2. EFEITO DOS FUNGICIDAS SOBRE O NÚMERO DE ACTINOMYCETEI 
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;ig. s. EFEITO DOS FUNGICIDAS SOBRE OS ORGANISMOS AMONIFICANTEI
NO SOLO 

95 

o 

o 
f/) 

"" 
o 

<( 
::l'. 
e( 
cr. 
e., 

o:; 
o 
Q. 

..... 
10 
o 

)( .... 
V) 

i 
!! 
z 
e( 
e., 
« 
o 45o 
o: 
<,) 

2 

� 
.., 

·e
>
o

2 
"::::> 
z 

... . . . 

. . .. . . . . .. .. . .. . . . . . ... . . . ... ... . . ....

.... . . . . .. . .

... ... 

... ... 
. .. 

... 

li 

IV 

TESTEMUMfA 

r,, :,,,a PCNB 

l>:-:-:-1 CARBOXIN 

� MERCÚRtO 
DIID THIRAM 

� LESAN 
TEST. = NÃO TRATADO 



48 

Fig. 6. EFEITO DOS FUNGICIDAS SOBRE OS ORGANISMOS NITROSANTES
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Fig. 7. EFEITO DOS FUNGICIDAS SOBRE OS ORGANISMOS 
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r:ig. 9. EFEITO DOS FUNGICIDAS SOBRE A FIXAÇAO ANAEROBIA 
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Fig. 10. EFEITO DOS FUNGICIDAS SOBRE OS ORGANISMOS DESNtTRIFlCANTa 
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6. CONCLUSÕES

Com base nos resultados obtidos, nas condições do 

trabalho, podem ser tiradas as seguintes conclusões: 

53 

presente 

- O tratamento de sementes, com fungicidas especificas, é um

método eficiente para o controle do "damping-off". O fungicida lesan mos 

trou ser eficiente para o controle de Pythium aphanidermatum, causador de 

"damping-off" em tomateiro. 

- A maioria dos fungicidas utilizados pode provocar altera

çoes nas pop�laçÕes de microrganismos do solo, afetando, desfavoravelment� 

grupos fisiológicos que atuam em processos de elevado interesse agronômico, 

tais como a Amonificação e a Oesnitrificação, 

A f 
~ 

Esses fenomenos causam prejuizos que vao aumentando progres,-

sivamente com a intensificação do uso daqueles produtos. 



·7 SLJMMl\flY 

IsoJation of Pythium aphanidsrmatum (EDSON} Fitz., from soil 

WEE, r'1ade, �.õLr1�J se8ds of Canabis ,sativa L. as a bait. Oospore productinn 

te wsre utilized, treating fungi mycelia, cultivated in media V-i0 

+ E•sterol, with unsb3rile soil extract, to give more uniformity

to inoculum and more precise inoculation method. Chemical contro1 of pr� 

ernr3rgence cjamping-off of tomato, caused by !:.· aphanidermatum was studied 

treating seeds with PCNB 1 Carboxin, Thiran, lesan and Mercuric fungici-

cicE,. fi',e t:hree treatrnent methods: dry, pellet and umid were employed. 

The2,e f3xperiments WE:ffe c;onducted in greenhouse, using unste 

rile '3cül insicle clay spot 27 X 27 

lated aftsr planting with a 6 Hl 

X 10 cm. The treated seeds were inocu

oospore/ml solution. 

rinally,was studied the chemical control effect against the 

siological groups □f soil microorganisms, moreover those 

½hich has active participation in proteolisis, aerobic and anaerobic fixa

tions, ammonificati□n, nitrification and denitrification process. 
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Tabela 1. Comparacão entre médias do número de plantas vivas 15 dias após 
a inoculação """ 

Tratamentos** Bloco I Bloco II Bloco III f X 

PCNB-S 14 15 16 45 15,00 f

PCNB-P 20 20 18 58 19,33 de

PCNB-U 17 17 18 50 16,66 ef

Thiram-5 18 21 19 58 19,33 de 

Thiram-P 28 26 25 79 26,33 e

Thiram-U 26 27 29 82 27,33 e

Mercurial-S 20 19 18 57 19,00 de 

Mercurial-P 12 15 14 41 13,66 g 

Mercurial-U 18 20 21 59 19,66 d

Carboxin-S 29 27 29 85 28,33 e

Garbo xi ri-P 28 26 28 82 27,33 e

Carboxiri-U 26 27 24 77 25,66 e

Lesan-5 36 35 34 105 .35,00 a 

Lesan-P .32 31 30 93 31 ,DO b

lesan-U 27 26 28 81 27,00 e

T estemunha-I 3 2 4 9 3,00 h 

Testemunha-II 34 36 35 105 35,00 a 

* Médias seguidas da mesma letra não di f srem estatisticamente.

** S = via seca

p = 11pellet" 

u -= via Úmida.



Tabela 2. Análise da variância 

Fonte de variação GL 

Tratamento 16 

Repetição 2 

Resíduo 32 

Total 50 

CV= 5,49 

SQ 

3.291,37 

O ,1576 

50,51 

3.342,04 

DMS == 2,69 

GIM F 

179,938 114,029 

0,07882 . 0,05 

1,5?8 

Tuckey - 'ffl/4 = 3,71 

1°/4 = 4 ,35 



Tabela 3. Comparação entre as alturas médias ·de plantas (cm) provenientes 
de sementes tratadas com fungioidas 15 dias após a germinação * 

Tratamento Bloco I Bloco II Bloco III 2- X

1 8,25 7,51 8,06 23,82 7,94 g

2 8,09 8,52 9,08 ?5,69 8,56 e

3 8,03 8,07 7,50 23,60 7,87 gh

4 9,04 8,56 8,52 26,12 8,71 d

5 6,82 5,93 6,81 19,56 6,52 j

6 9,80 10,02 9,08 28,90 9,63 b

7 8,06 8,01 7,58 23,65 7,88 gh

8 7,54 8,80 8,09 24,43 8,14 f

9 8,00 7,92 8 1 02 23,94 7,98 fg

10 B,91 8,94 8,90 26,75 8,92 e

11 5,52 4,93 5,07 15,52 5,17 n

12 8.08 8,03 9,01 25,12 8,37 e

13 7,54 7,58 8,04 23,16 7,72 h

14 5,52 6,09 6,03 17,64 5,88 1

15 7,05 8,01 7,05 22,11 7,37 i

16 5,00 6,03 6,02 17,05 5,68 m

17 10,00 11,05 10,06 31,11 10,37 a 

# 

* Medias seguidas da mesma letra não difer9'11 estatisticamente,



Tabela 4. Análise da variância 

Fonte de Variação GL 

Tratamento 16 

Repetição 2 

Resíruo 32 

Total 50 

CV = 5,510/o 

SQ 

90,067 

0,225 

6,043 

96,335 

OMS = O ,188 

QM 

5,629 

0,113 

0,189 

F 

29,80? 

0,598n.s. 

Tuckey = 5� = 1,304 

lo/o = 1,532 


