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RESUMO

Os fungos fitopatogénicos pertencentes ao género Fusarium sdo conhecidos causadores de
doengas de plantas em diversos hospedeiros. Dentre os quais se destaca 0 tomateiro, atacado
pelas trés racas conhecidas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), causadoras da
murcha vascular. Para o controle dessa doenca, 0 emprego de microrganismos, como 0s isolados
antagonistas de Trichoderma sp. pode ser uma alternativa ao emprego de agroquimicos. No
presente trabalho foi avaliada a patogenicidade de dez isolados de Fol em cultivares
diferenciadoras de tomateiro, sendo que apenas quatro se mostraram patogénicos a cultivar
suscetivel, e nenhum deles foi diagnosticado como pertencente a raga 3. Os resultados obtidos
nos testes de confronto direto com os isolados de Trichoderma sp. apresentaram alta
variabilidade em relacdo a capacidade micoparasitica, com o0s melhores resultados de
sobreposicdo para os isolados T3, T8 e T17. Nestes casos foi observada evidéncia de
sobreposicao da colonia do hospedeiro para pelo menos seis dos nove isolados antagonistas. Em
relagdo a capacidade inibitoria destes isolados, os resultados de maior inibi¢do de crescimento da
colénia do fitopatogeno foram obtidos para os isolados T2 e T3. A linhagem 34970 de Fol foi a
mais resistente as a¢Ges antagonistas dos isolados de Trichoderma sp., e o isolado TO 11 sofreu
as maiores médias de inibi¢do. Em teste de producdo de metabdlitos volateis somente os isolados
Fusarium 23, Fusarium 27 e 34970 de Fol, foram inibidos ap6s 120 horas de teste. No controle
bioldgico da fusariose do tomateiro, provocada pelo isolado TO 245 de Fol, as plantulas tratadas
com os isolados T6 e T17 de Trichoderma sp. apresentaram menor incidéncia de doenga, com
notas iguais a 1,25 e 0,75 respectivamente em comparagdo a 1,87 do grupo controle, de acordo
com a escala de severidade de doenca de Vakalounakis et al. (2004). Os tratamentos com 0s
isolados T6 e T17 em substrato contaminado com o isolado 1205/2 de Fol apresentaram valor de
0,50 e 0,38, de acordo com a escala, em comparagdo com 0,50 do tratamento controle. As médias
de alturas, comprimento e peso seco das raizes ndo apresentaram diferenca estatistica para
nenhum dos tratamentos, porém o peso seco da parte aérea foi significativamente maior para as
plantas tratadas com o isolado T6 em substrato infestado pelo isolado 1205/2 de Fol. Todos os
isolados patogénicos pareados com as linhagens padrdo dos grupos de compatibilidade vegetativa
apresentaram sinais de heterocariose com a linhagem padrdo 34970 correspondente ao GCV

0030, indicando uma possivel similaridade genética entre os isolados utilizados.



PALAVRAS-CHAVE: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici; controle bioldgico; tomateiro;
grupos de compatibilidade vegetativa.
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ABSTRACT

Phytopathogenic fungi belonging to Fusarium genera are known as the agents responsible
of many diseases in plants. Among these, tomato plants are attacked by the 3 races of Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), which causes vascular wilt. To control this disease, many
techniques have been employed, mostly the use of resistant cultivars and chemical fungicides.
Alternatively, the use of antagonistic microorganisms for biological control and decrease of
inoculum of plant pathogens by introducing mass production of Trichoderma sp. has been studied
for many years. In this study we evaluated the pathogenicity of 10 isolates of Fol on differential
cultivars of tomato, where only four of ten isolates proved pathogenic to susceptible cultivar to
this disease and none of which was diagnosed as belonging to race 3. The results obtained in tests
of direct confrontation with Trichoderma sp. isolates showed high variability in relation to
mycoparasitism, with the best results for agressiveness the isolates T3, T8 and T17. In these cases
it was observed evidence of growth of the host colony for at least six of nine isolates tested.
Regarding the inhibitory effect of these isolates, the results of greater inhibition of colony growth
of plant pathogenic fungus were obtained for the isolated T3 and T2. The strain 34970 of Fol was
the least inhibited by isolates of Trichoderma sp., and isolated TO 11 showed the highest average
of inhibition. With regards to the production of volatile metabolites, only the isolates Fusarium
23, Fusarium 27 and 34970 of Fol were inhibited after 120 hours of testing. In the biological
control of Fusarium wilt of tomato caused by isolate TO 245, seedlings treated with isolates T6
and T17 of Trichoderma sp. showed a lower incidence of disease, with 1.25 and 0.75 respectively
compared to 1.87 of the control group in accordance with scale of severity of disease by
Vakalounakis et al. (2004). The treatments with the isolates T6 and T17 in substrate inoculated
with isolate 1205/2 showed values of 0.5 and 0.375 according to the scale, compared with 0.5 in
the control treatment without the presence of Trichoderma sp. The average height, length and dry
weight of roots did not differ significantly for any treatment. The dry weight of shoot was
significantly higher for plants treated with isolate T6 in substrate infested by the isolated 1205/2.
All the pathogenic isolates of Fol were paired with the standard strains of vegetative
compatibility groups and showed signs of heterokaryosis with the standard strain 34970

corresponding to VCG 0030, indicating a possible genetic similarity among the isolates used.



1 INTRODUCAO

Os fungos cosmopolitas do género Fusarium Snyder & Hansen sdo conhecidos por
causarem doencas em uma ampla variedade de plantas. A fusariose é uma doenca vascular que
provoca interrupgdo na translocagéo da seiva ascendente, reducdo do crescimento dos brotos,
murcha de folhas e frutos e, escurecimento interno do caule. As plantas infectadas podem morrer
subitamente e normalmente em reboleiras. Os prejuizos devidos a fusariose sdo decorrentes da
infeccdo e morte de mudas, morte de plantas durante o desenvolvimento vegetativo e podridao
dos frutos, que perdem seu valor comercial. O fungo ataca a planta a partir do solo, penetra em
suas raizes, invade seu sistema vascular causando flexdo e curvatura das folhas mais velhas, para
baixo.

Entre as plantas hospedeiras de Fusarium spp. esta o tomateiro, cuja cultura ocupou
mundialmente, no ano de 2001, area superior a 3,7 milhGes de hectares com uma producdo de
aproximadamente 100 milhdes de toneladas. O Brasil tem se destacado entre os dez paises
maiores produtores, tendo alcangado em 2003, um total de 3.641.400 toneladas de tomate. A
fusariose é uma das doencas mais disseminadas nos paises onde esta hortalica € cultivada. O uso
de implementos para manejo de solos e controle de plantas daninhas causa ferimentos nas raizes,
provocando aberturas que favorecem a infeccdo pelo fungo. Solos mal drenados e principalmente
com excesso de matéria organica favorecem a ocorréncia da doenca. Altas temperaturas e baixa
umidade relativa do ar aumentam a sua severidade.

Para deter a acdo do patdgeno sdo utilizados métodos de controle fisicos, culturais,
quimicos e bioldgicos. Um dos métodos de controle mais utilizados até recentemente era 0 da
fumigacdo do solo com brometo de metila. Esse método € eficiente para desinfestacdo, entretanto

€ um dos responsaveis pela reducdo da camada de ozbonio, sendo por esse motivo impostas



restricdes a seu uso. No Brasil, a comercializacdo de brometo de metila para desinfestacdo dos
solos é proibida. Atualmente, a técnica de controle da fusariose empregada baseia-se na utilizagédo
de cultivares modificadas geneticamente para resisténcia as diferentes racas de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W.C. Snyder & H. N. Hans.

Entre as alternativas aos métodos convencionais de controle estd a solarizacdo, que
consiste em cobrir 0 solo itmido com polietileno transparente durante os meses de maior radiacéo
solar, com o objetivo de promover o aumento de sua temperatura e destruir propagulos dos
fungos. Entretanto, esse método pode ser de alto custo e a maioria dos produtores prefere plantar
no solo outra cultura. Outra técnica é o controle microbiolégico do patégeno com
microrganismos antagonistas para manter a populacdo patogénica abaixo dos niveis passiveis de
causar dano econémico a cultura.

Os fungos e as bactérias sdo os microrganismos mais utilizados para controle bioldgico.
Entre os fungos, algumas espécies do género Trichoderma sp. Person tém se destacado como
antagonistas de uma gama de patdgenos causadores de doengas em varias culturas, entre esses
Fusarium sp. Essas espécies de biocontrole possuem um amplo espectro de agdo, atuando de
diversas maneiras na interface planta/fitopatdgeno e indiretamente, controlando varias doencas.

Entre as diversas formas de atuacdo, as espécies antagonistas de Trichoderma sp.
desenvolvem micoparasitismo, antibiose, competicdo por nutrientes, inducdo de resisténcia e
solubilizacdo de nutrientes para as plantas. Outra caracteristica relevante é a de que sao altamente
resistentes a uma ampla gama de substancias toxicas, o que leva a hipétese de sua utilizacdo em
sistemas de Manejo Integrado de Pragas (MIP).

Para que o controle de doencas seja feito de uma maneira eficiente o conhecimento do

agente causal de doencas € necessario. As técnicas moleculares e de compatibilidade vegetativa



servem para caracterizacdo de isolados e para analises de similaridade genética além de
auxiliarem a descobrir vias de introducdo de doencas em determinadas regides.

Tendo em vista que no Rio Grande do Sul ha uma alta incidéncia da fusariose do
tomateiro, propomos a caracterizagdo de patogenicidade de alguns isolados, realizacéo de testes
de confronto direto e avaliacdo do efeito dos metabdlitos volateis de isolados de Trichoderma sp.
contra isolados de Fusarium f. sp. lycopersici, e caracterizacdo dos grupos de compatibilidade
vegetativa dos isolados de Fusarium f. sp. lycopersici, além do controle microbiolégico da

murcha do tomateiro com o emprego de isolados antagonistas de Trichoderma sp.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) e o fungo Fusarium oxysporum

A cultura de tomate é a terceira com maior volume de producdo no Brasil. S&o
comercializadas anualmente cerca de 3 milhdes de toneladas, das quais 80% estdo nos estados de
Séo Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Goiés. A cultura do tomate de
mesa € altamente sensivel as pragas e doencas, exigindo uso intensivo de defensivos quimicos, os
quais oferecem grandes riscos de contaminacgédo aos trabalhadores, consumidores e ambiente em
geral (Santos & Noronha, 2001).

A producao global do tomate duplicou nos ultimos 20 anos, sendo um dos principais fatores
para a expansédo da cultura, o crescimento do consumo reforgado pela procura por alimentos mais
saudaveis. Entre 1985 e 2005, a producdo mundial per capita de tomate cresceu cerca de 36%,
passando de 14 kg para 19 kg por pessoa ao ano (Simdo & Rodriguez, 2008).

De acordo com dados do IBGE, o rendimento médio deste cultivo é de cerca de 57.435
kg/ha de area cultivada, produtividade que vem aumentando ao longo do tempo devido aos
avancos das técnicas fitossanitarias (Tabela 1). A exportacdo de tomates frescos, de tomates
preparados ou conservados e na forma de molhos de tomate, no ano de 2005, foi de 476.9809 e
2.585 toneladas, respectivamente. Os principais paises importadores foram Argentina, Paraguai e
Uruguai.

Fusarium oxysporum Snyder & Hansen, é um fungo comumente encontrado no solo, onde
sobrevive na forma de clamidosporos e cresce saprofiticamente na matéria organica. Essa espécie
também inclui muitos patogenos de plantas que podem induzir necrose ou murchas em culturas

de importancia econémica.



Tabela 1: Producdo, area e produtividade do cultivo de tomate no Brasil ao longo dos anos (IBGE,
2005).

Ano | Producdo Areacolhida Rendimento médio
(kg) (1000. ha) (kg/ha)
1990 2.261 61 37.143
1991 2.344 61 38.510
1992 2.141 52 41.014
1993 2.348 54 43.706
1994 2.689 62 43.407
1995 2.715 62 43.752
1996 2.649 71 37.317
1997 2.718 65 41.781
1998 2.784 64 43.569
1999 3.305 66 50.356
2000 3.005 57 52.976
2001 3.103 57 53.980
2002 3.653 63 58.428
2003 3.709 63 58.423
2004 3.516 60 58.445
2005 3.155 55 57.435

A fusariose do tomateiro é causada pelo fungo F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) e
ocorre em todas as regides do Brasil. Na década de 70, nas areas em que o0 cultivo ja estava
estabelecido por um periodo mais prolongado de tempo, era comum a destruicdo de 100% das
plantas cultivadas ou a reducdo drastica do periodo de colheita devido a morte prematura das
plantas (Galli, 1980).

Plantas de tomateiro com sintomas de fusariose apresentam murcha das folhas superiores,
principalmente nas horas mais quentes do dia. As folhas mais velhas tornam-se amareladas e,
muitas vezes, observa-se murcha ou amarelecimento em apenas um lado da planta ou da folha
(Figura 1). Os frutos ndo se desenvolvem, amadurecem ainda pequenos e a producéo € reduzida.
Ao cortar o caule proximo as raizes, verifica-se necrose do sistema vascular (xilema).

Temperaturas altas (em torno de 28 °C), solos arenosos com pH baixo e o ataque de nematoides



favorecem a doenca. O fungo sobrevive no solo por periodos superiores hd sete anos,
principalmente por meio de microesclerodios (estrutura de resisténcia do fungo) (Embrapa,

2008).

Figura 1: Planta de tomate‘épresentando sintomas de fusariose.

No Brasil a fusariose ja foi uma doencga importante para o tomateiro estaqueado, quando se
plantavam variedades suscetiveis. Com o advento de cultivares resistentes as ragas 1 e 2, no final
dos anos 1970 a doenca passou a apresentar uma importancia menor. Nos ultimos anos, porém,
com o surgimento de uma terceira raca deste patdgeno, medidas de controle eficientes e seguras
tém se tornado prioridade no cultivo de tomate (Kimati et al. 2005).

Em determinadas regides da China (Zhejiang), a fusariose tornou-se um problema sério,
causando a morte de 30 a 60% das plantas de tomate cultivadas em estufa (Zhihao et al. 2000).
Em relacéo ao cultivo hidrop6nico, a murcha causada por F. oxysporum f. sp. lycopersici é uma
das doengas que mais causa prejuizos, normalmente ocorrendo no estagio médio para final do
periodo de cultivo. O controle é dificil devido ao fato de haver circulagcdo da agua contaminada,

facilitando assim a disseminacao deste patdgeno para todas as plantulas (Song et al. 2004) .



Na clinica de diagnose de doencas de plantas do Instituto de Biotecnologia da Universidade
de Caxias do Sul, mais de 50% das amostras de plantas doentes tém recebido diagndstico de
doenca causada por Fusarium spp. Dentre as espécies de plantas que sdo recebidas para analise, 0
tomateiro é o segundo que mais apresenta patologias, com menor nimero de amostras somente
que a videira, a qual representa um cultivo muito comum na regido nordeste do Estado do Rio

Grande do Sul.

2.2 Formas de controle da doenca

Dentre os fungicidas testados por Kopacki & Wagner (2006) para controle de F.
avenaceum Fr. Sacc., patogénico ao crisantemo, somente foram eficientes na dose recomendada:
difenoconozole, flusilazol e carbendazim. Aqueles que continham captan, mancozeb e
chlorotanil, ndo inibiram o crescimento micelial dos fungos e nem apresentaram efeito duradouro
na cultura em longo prazo. Outro aspecto a ser considerado é que ao se trabalhar com produtos
quimicos deve-se ter mais cautela em relacdo a variabilidade genética nas populagdes, ja que 0s
isolados patogénicos podem diferir na sensibilidade aos fungicidas.

Para o controle de F. subglutinans Wollenw. & Reinking, os Unicos fungicidas que
provocaram inibicdo de crescimento micelial a partir de 100 ppm foram tebuconazole e
thiabendazole. Captan e tiofanato metilico, apresentaram inibi¢cdo menor ou igual a 85%, mesmo
sendo aplicada uma dose de 1000 ppm (Fischer et al. 2006).

Com sintomas muito semelhantes aqueles produzidos no tomateiro, no feijoeiro o fungo
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli Kendrick & Snyder é um dos maiores problemas
fitossanitarios da Coldmbia e regido Andina. O manejo convencional desta enfermidade pelos

agricultores é dificil, sendo necessaria a aplicacdo de fungicidas, que por vezes, se mostram



ineficientes incrementando os custos de producéo, contribuindo para a contaminacdo ambiental e
deteriorando a biota do solo (Avendario et al. 2006).

Outro exemplo de insucesso de controle da murcha é verificado na videira, causada por F.
oxysporum f. sp. herbemontis, considerada como um dos principais fatores de morte nas
cultivares Vitis riparia e V. berlandieri. Segundo Andrade et al. (1993), a utilizacéo de fungicidas
quimicos no controle do patégeno do sistema radicular da videira tem sido insuficiente. Assim,
uma forma de controle da doenga pode ser a utilizacdo de plantas de variedades resistentes
associadas a biofungicidas, o que poderia aumentar a eficiéncia do controle.

Outro hospedeiro suscetivel ao patdgeno é o abacaxizeiro, uma vez que as perdas podem
atingir até 100% da producdo. As cultivares mais plantadas no Brasil, sdo suscetiveis a doenca,
constituindo um problema sério de controle (Santos et al. 2002).

O cultivo da banana (Musa spp.), no Estado de Roraima é uma das principais atividades
agricolas de pequenos e médios produtores, com producdo de cerca de 23.720 toneladas/ano.
Dentre as doencas, 0 mal do Panama, causado pelo fungo de solo F. oxysporum f. sp. cubense
(Smith) Snyder & Hansen € considerada uma das principais, sendo a utilizacdo de cultivares
resistentes o principal método de controle empregado (Nechet et al. 2004).

O controle de doencas ocasionadas por Fusarium sp. envolve varias medidas e praticas
culturais, incluindo todas aquelas de carater preventivo como calagem, irrigacdo, adicdo de
matéria organica e, principalmente o uso de cultivares que apresentam resisténcia genética
(Carvalho et al. 2005).

O uso de cultivares resistentes se constitui em um dos métodos mais utilizados para evitar
0s prejuizos decorrentes da fusariose do tomateiro. Diferentes mecanismos foram descritos como
possiveis responsaveis pela reducdo da colonizacdo por fitopatdgenos em cultivares resistentes,

incluindo a formacdo de barreiras que previnem o progresso do fungo, confinamento do patégeno



ao xilema primario, proliferacdo de vasos livres do patdgeno, restricdo do crescimento do mesmo
além de inducdo de producéo de fitoalexinas (De Cal et al. 2000).

Dentre as formas cléassicas de controle da fusariose empregadas, a rotacdo de culturas
pode ser citada como um exemplo. Os sistemas de integracdo lavoura-pecuéria também tém
promovido a supressdo de patdgenos que sobrevivem no solo. Neste caso, a supressao de
patdgenos é creditada ao manejo de espécies de Brachiaria sp. que, junto ao aporte de matéria
organica no solo e a formagdo de palhada, estimulam o desenvolvimento de fungos e bactérias
que reduzem o in6culo de patégenos (Louzada et al. 2004).

O controle quimico da fusariose tem se mostrado ineficiente e € um dos fatores que
induzem pesquisadores e produtores rurais na busca de alternativas mais eficazes, porém, sem
que provoquem aumento nos niveis de poluicdo do solo e da agua.

Um método alternativo para o controle de doencas causadas por Fusarium sp. € 0
emprego de microrganismos antagonistas, como por exemplo, as bactérias antagonistas presentes
na rizosfera das plantas. No caso da podriddo radicular do pepino (Cucumis sativus L.), causada
por Fusarium solani (Mart.) Hans, destacam-se Bacillus subtilis Cohn e Pseudomonas spp.
Schroeter que podem chegar a inibir até 78% do crescimento micelial do patégeno (Melo &
Valarini, 1995).

Em testes de confronto entre Trichoderma harzianum e F. oxysporum f. sp. radicis -
lycopersici (Jarvis & Shoemaker) Hibar et al. (2005), obtiveram resultados de mais de 65% de
inibicdo do patdgeno ap6s um periodo de 4 dias a 25°C. Decorridos 6 dias, T. harzianum, além de
inibir crescimento micelial, também invadiu e esporulou sobre as colénias do patégeno,
demonstrando a sua capacidade como micoparasita.

Utilizando a mesma técnica, Paradela (2002) avaliou in vitro, o comportamento de

Fusarium sp., Rhizoctonia solani J. G. Kuhn e Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. em
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relacdo a 11 isolados de Trichoderma spp., e obteve resultados variados de antagonismo em
relacdo as linhagens utilizadas. Os isolados de Trichoderma spp. comportaram-se de modo
diferente em relacdo a agressividade, exercendo antagonismo do tipo antibiose, parasitismo e
competicéo.

Fungos pertencentes a este género ja foram relatados controlando com sucesso outras
espécies de Fusarium sp., como no trabalho de Luongo et al. (2005) em que ocorreu significativa
diminuicdo da esporulacdo de F. culmorum (Wm.G. Sm.) Sacc., F. graminearum (Schwein.)
Petch, e F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg ex Gerlach & Nirenberg, quando crescidos na
presencga do antagonista Trichoderma, de leveduras e de Fusarium ndo patogénico. A reducédo de
esporulacdo variou entre quase 100% a menos de 20%, e muitos destes microrganismos foram
selecionados para mais testes e potencial aplicacdo em milho e outras plantas.

Como uma alternativa que vem sendo empregada recentemente, a utilizacdo de F.
oxysporum ndo patogénico pode reduzir a severidade de doenca e manter saudavel o
desenvolvimento das plantas. Plantas de tomateiro tratadas com suspensdes de esporos desta
forma ndo patogénica antes de serem transplantadas para substrato previamente infestado com
isolados patogénicos de F. oxysporum f. sp. lycopersici, mostraram menor severidade da doenca e
médias de alturas maiores em relacdo ao controle que ndo recebeu o tratamento com Fusarium
sp. ndo patogénico (Silva & Bettiol, 2005).

Larkin & Fravel (1998) utilizaram diferentes bactérias e fungos da rizosfera para controle
da murcha vascular do tomateiro causada por Fol. Os resultados foram satisfatérios para
Fusarium ndo patogénico (reducédo de até 100% de incidéncia da doenca) e T. hamatum (64%), e
para a combinacdo de Fusarium nao patogénico com Pseudomonas (60%).

Apesar do aspecto promissor da utilizacdo de Fusarium sp. ndo patogénico no controle da

fusariose, ainda existe a necessidade de mais pesquisa nessa area ja que 0s mecanismos de
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controle ainda ndo foram totalmente compreendidos. Como exemplo da importancia desses
estudos, pode-se citar o trabalho de Forsyth et al. (2006) em que alguns isolados ndo patogénicos
do género suprimiram a murcha causada por Fusarium, enquanto outros aumentaram o
desenvolvimento da doenga, o que reflete a diversidade de respostas do hospedeiro ao estimulo
gerado pelo fungo. N&o h4, porém, uma explicacdo detalhada do motivo de ocorréncia dessas

diferencas de resposta ao desenvolvimento de doenca.

2. 3 Ragas de Fusarium sp. e compatibilidade vegetativa

Isolados de F. oxysporum que séo patogénicos ao mesmo hospedeiro, ou que possuem a
mesma amplitude de hospedeiros, sdo designados formae speciales, sendo que ja foram descritas
mais de 70 destas formas (Kistler, 1997).

Quando h& um alto nivel de especializacdo, formae speciales podem ser associadas a
patogenicidade em apenas uma espécie hospedeira. Muitas formae speciales podem ser
subdivididas em ragas, tendo-se como base a sua viruléncia em diferentes cultivares de um
hospedeiro (Armstrong & Armstrong, 1981).

A expressdo da resisténcia a raca-especifica € qualitativa, completa ou quase completa,
controlada por um ou poucos genes (monogénica, oligogénica) de grande efeito fenotipico
conhecidos pela denominacdo de genes maiores ou genes de efeito principal. A expressdo destes
genes também pode ser modificada pela acdo de outros genes maiores ou menores (epistasia),
pelo estadio de desenvolvimento da planta e pelo tecido atacado (Stadnik & Talamini, 2004).

Em geral, esses genes (R) maiores de resisténcia operam em um sistema proposto por Flor
(1971) de gene-a-gene com os genes de aviruléncia (avr) do patdégeno. Essa hipotese implica que
a incompatibilidade requer um gene dominante de resisténcia no hospedeiro e um gene

dominante correspondente de aviruléncia no patdgeno. Na auséncia de um desses dois genes, 0
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reconhecimento do patdégeno ndo ocorre, as defesas da planta ndo séo iniciadas e ocorre a doenca
(Mes et al. 1999).

Os isolados de F. oxysporum f. sp. lycopersici tém sido agrupados em 3 ragas de acordo
com a sua habilidade de causar doencas em diferentes cultivares de tomate, possuidoras de
diferentes loci de resisténcia a doenca de acordo com Reis et al. (2004). Trés loci de resisténcia ja
foram identificados em Lycopersicon. O locus | foi obtido de L. pimpinellifolium ‘PI 79532°, em
1940, e controla a resisténcia a ragca 1. Um novo locus de resisténcia foi identificado e
caracterizado no acesso ‘PI 126915°, que é um hibrido natural entre L. esculentum e L.
pimpinellifolium, em 1945. Uma terceira raca de patdgeno, capaz de infectar cultivares
carregando ambos os loci I e II, foi registrado na Australia (Grattidge & O’ Brien, 1982), sendo
posteriormente detectado em alguns estados nos Estados Unidos (Cai et al. 2003) e no México
(Valenzuela-Ureta et al. 1996).

No Brasil, a raca 3 foi reportada no Estado do Espirito Santo no ano de 2005, quando Reis
et al. (2005) analisaram a patogenicidade de sete isolados de F. oxysporum oriundos de plantas
murchas de tomateiro das variedades 'Carmen’ e 'Alambra’, ambas consideradas resistentes as
racas 1 e 2. Os resultados das aplicacGes destes isolados em variedades resistentes a raca 3
indicaram tratar-se desta mesma raga do patogeno, ja que ndo houve incidéncia da doenca nesta
variedade.

O segundo relato desta raca no pais foi feito no ano de 2007, no Estado do Rio de Janeiro
por Reis & Boiteux (2007), que testaram atraves de testes de patogenicidade, isolados obtidos de
plantas resistentes as racas 1 e 2 que apresentavam sintomas de doenca. Sete destes isolados
foram caracterizados como pertencentes a raca 3, reforcando a hipdtese de transmissdo da doenca
via sementes contaminadas, uma vez que registra 0 aparecimento quase simultaneo do mesmo

patdgeno em duas areas de producéo de tomate, geograficamente isoladas.
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Atualmente a maioria das cultivares de tomate de mesa ou de processamento utilizados no
Brasil possui genes de resisténcia para as ragas 1 e 2 de Fol. Dessa forma, existe uma constante
pressdo de selecdo sobre o patdgeno, o que explica o fato de os isolados coletados mais
recentemente no RJ e ES serem todos da raca 3 (Reis et al. 2006). Novas racas de Fusarium,
causadoras de murcha que superam a resisténcia de cultivares comerciais, continuam surgindo.
Essa afirmacao talvez possa explicar porque a murcha do tomateiro permanece como uma doenca
séria e persistente, apesar dos esforcos intensivos dos geneticistas no desenvolvimento de
cultivares com genes de resisténcia (De Cal et al. 2000).

Recentemente, técnicas analiticas envolvendo fisiologia e compatibilidades vegetativas tém
sido utilizadas para estudar a taxonomia, filogenia e as relacGes patogénicas entre espécies. Em
genética, os testes de compatibilidade vegetativa tem sido Uteis para a caracterizacdo da
diversidade entre isolados, podendo diferenciar populacdes patogénicas e ndo patogénicas. Além
disso, a compatibilidade vegetativa serve como um marcador polimdrfico, podendo também ser
utilizado reconhecimento “self/ non-self”, como ferramenta para construcdo de mapas genéticos,
para isogenizacédo de linhagens e para identificar se duas linhagens sao idénticas (Leslie, 1996).

A técnica de compatibilidade vegetativa foi desenvolvida por Puhalla (1985), a partir da
técnica desenvolvida por Cove (1976), e obteve a geracdo de mutantes nit de F. oxysporum em
meio contendo clorato. A selecdo dos mutantes foi realizada ao serem repicados os setores de
crescimento rapido das col6nias para meio contendo nitrato como Unica fonte de nitrogénio e
observado o crescimento ralo e sem miceélio aéreo dos mutantes. A formacéo de heterocarios de
mutantes derivados da mesma linhagem parental era indicada pelo desenvolvimento de denso
micélio aéreo na regido de encontro das duas colbnias dos mutantes nit, isto é, as colonias

sofriam anastomose. Esses mutantes nit foram usados para forcar heterocariose e, por
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consequéncia, testar isolados de F. oxysporum para compatibilidade vegetativa uns com 0s
outros.

Para um maior conhecimento da compatibilidade vegetativa entre mutantes nit, a via de
reducdo do nitrato foi bem caracterizada no trabalho de Correl et al. (1987). De acordo com esses
autores sdo necessarias duas enzimas para reduzir nitrato a amonio (Figura 2), sendo que
numerosos genes controlam a assimilacdo de nitrato e sua regulacdo € complexa. O clorato € um
analogo do nitrato que tem sido muito Util para estudar a assimilagcdo do nitrato em fungos. A
reducdo de clorato para clorito, pela nitrato redutase pode resultar em toxicidade do clorato para
estes microrganismos. Apesar de serem possiveis outros modos de acdo, em geral linhagens
sensiveis ao clorato podem reduzir nitrato a nitrito, mas linhagens resistentes ao clorato ndo
conseguem. Isso explicaria o crescimento ralo das mutantes resistentes em meio minimo
contendo nitrato como Unica fonte de nitrogénio.

Estudando a via de reducdo do nitrato em F. moniliforme, Klittich & Leslie (1988)
concluiram que o controle genético (loci nit) dessa espécie € muito similar ao encontrado em
Neurospora e Aspergillus, porém a regulacédo do metabolismo do nitrogénio como um todo pode

ser diferente.

Hipoxantina |¢—— Cofator ] itrato

Molibdénio

Nitrato Redutase
v

Nitrito

Nitrito Redutase

Amonio

Figura 2. Via de utilizagdo do nitrato e hipoxantina em Neurospora crassa e Aspergillus nidulans
(adaptado de Correl et al. 1987).
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Quando dois isolados de um fungo sdo vegetativamente compativeis, suas hifas podem
fazer contato, fusionar e formar heterocario que em muitos casos, forma-se quando alelos
idénticos existem em cada locus vic/het. A heterocariose ou sua reacdo contraria de
incompatibilidade ja foram encontradas em muitos fungos incluindo F. oxysporum, nos quais a
fase sexual ndo € conhecida e a troca de material genético ocorre através de mecanismos
parassexuais (De Oliveira & Da Costa, 2003).

Os genes het pertencem a um grupo maior de genes responsaveis pelo estabelecimento e
manutengdo do heterocario estavel (Figura 3). Os processos mecanicos e genéticos que levam a
interacdo het comegcam antes da fuséo de hifas, seguem por uma ou mais redes sinalizadoras e
culminam na formac&o de um heterocério estavel ou no processo de morte da célula (apoptose)

(Leslie & Zeller, 1996).

Manutengéo/
Iniciacdo Reconhecimento sinalizacédo

Pas Fusdo

Fusio

enes sup

Preé Fusio

—>

enes nsi

Figura 3. Modelo simplificado identificando os passos no processo de interacdo da compatibilidade vegetativa
e alguns dos genes relacionados a este processo (adaptado de Leslie & Zeller, 1996).

Os isolados compativeis ou ndo entre si sdo designados para grupos de compatibilidade
vegetativa (GCV) de acordo com sua capacidade de formar heterocario com uma linhagem
padréo de cada grupo. Um alto grau de homologia é necessario para isolados serem compativeis
vegetativamente, sugerindo que racas patogénicas dentro de um mesmo GCV podem diferir em
um namero relativamente pequeno de loci. Diversidade patogénica dentro de um GCV indica o

prospecto de interacdo parassexual potencialmente significante, sendo que essa parassexualidade
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pode levar ao desenvolvimento e disseminacdo de novas racas no futuro (Jacobson & Gordon,
1988).

Anélises genéticas e enzimaticas em F. oxysporum sugerem que racas do mesmo GCV
possuem relagdes muito préximas, enquanto isolados da mesma raca em GCVs diferentes sdo
distintos uns dos outros. Neste sistema, é dado aos isolados de compatibilidade vegetativa um
cddigo consistindo de quatro ou cinco digitos, com os primeiros trés digitos correspondendo a
especializacdo ao hospedeiro, ou formae speciales, e os ultimos digitos correspondendo aos
GCV’s dentro das formae speciales (Kistler et al. 1998).

Desde o inicio de aplicacdo desta técnica de compatibilidade, mutantes nit tém sido
utilizados para examinar os GCV’s, as relacdes entre racas e GCV, e GCV e andlises genéticas
em muitas formae speciales (Ogiso et al. 2002). Quatro grupos de compatibilidade vegetativa ja
foram reportados para F. oxysporum f. sp. lycopersici. Asragas 1 e 2 ocorrem nos GCV’s 0030 a
0032 e araga 3 ocorre nos GCV’s 0030 e 0033 (Cai et al., 2003).

Na tentativa de determinar a relacdo entre os GCVs e a viruléncia de isolados de F.
oxysporum f. sp. cucumerinum, Ahn et al. (1998) aplicaram a técnica de Correl et al. (1987) para
geracdo de mutantes. Para esta forma speciali foi encontrada relacdo entre a viruléncia (raga) e o
grupo de compatibilidade dos isolados, comprovado pela anastomose de hifas em meio minimo
(Figura 4). Esta associacdo entre raca e GCV, porém & rara em F. oxysporum, sendo sua causa
ainda ndo comprovada.

Dentre as formae speciales de F. oxysporum com GCV’s ja analisados pode-se citar
vasinfectum W.C. Snyder & H.N. Hansen (Fernandez et al. 1994), cepae W.C. Snyder & H.N.
Hansen (Swift et al. 2002), cucumerinum Snyder & H.N. Hansen (Vakalounakis & Fragdiaskis,

1999), gladioli (Massey) Snyder & H.N. Hansen (Mes et al. 1994), radicis-lycopersici (Katan et
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al. 1991), lentis W.L. Gordon (Belabid & Fortas, 2002) e para a espéecie F. graminearum

(McCallum et al. 2001).

Figura 4. Anastomose entre mutantes de Fusarium oxysporum f. sp. cumerinum gerados em meio
contendo NaNO; como fonte de nitrogénio (Ahn et al. 1998).

Até o ano de 1999, haviam sido listadas 38 formae speciales em F. oxysporum, com 49
VCGs de acordo com Katan & Di Primo (1999) (Tabela 2).

Outra aplicagdo da utilizacdo de GCV’s ¢ para a diferencia¢do correta entre Fol e F.
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, pois em situaces ainda desconhecidas a campo, ocorre
sobreposicao dos sintomas causados por estes dois agentes patogénicos do tomateiro. Esses testes
vém sendo utilizados e tém se mostrado uma ferramenta eficiente para diferenciacdo de isolados
(Gale et al. 2003).

Um grande nimero de GCV’s é comumente registrado em fungos que se reproduzem
sexualmente, como F. moniliforme (teleomorfo Giberella fujikuroi) J. Sheld. Em contraste,
fungos que se reproduzem exclusivamente assexuadamente, como as formae speciales de F.
oxysporum, em geral possuem GCV’s subdivididos em grupos, o que indica um elevado grau de

similaridade (VVakalounakis et al. 2004).



Tabela 2. Grupos de compatibilidade vegetativa de F. oxysporum listados de acordo com formae

specialis.
formae speciales  Hospedeiro Cadigo f. sp. N°s designados NUmero de
para os GCV’s GCV’s
adzukicola Vigna angularis 100- 1001-1008 17
allii Allium sativum 040- 10011-10019 1
asparagi Asparagus 036- 0400 2
basilici Ocimum 042- 0420 1
batatas Ipomoea 010- 0100, 0101, 0104 3
cepae Allium cepae 012- 0120-0126; 24
0128-01224
conglutinans Brassica 018- 0180-0183 6
cubense Musa 002- 0020-0022 6
0025, 0027, 0028
cucumerinum Cucumis sativus 029- 2
dianthi Dianthus 043- 4
erythroxyli Erythroxylum 101- 1011-1013 3
fragariae Fragaria 034- 0340-0345 6
garlic Allium sativum 041- 1
gladioli Gladiolus 019- 0190 1
lagenariae Lagenaria 044- 0440 1
lilii Lilium 031- 2
lini Linum 003- 0030-0033 4
lupini Lupinus 032- 0320 1
lycopersici Lycopersicon 013- 0130-0136, 0138 8
melongenae Solanum 008- 0080-0082 3
melongena
melonis Cucumis melo 045- 0450-0456 7
niveum Citrullus 016- 0161-0168 8
opuntiarum Opuntia 007- 0070-0073 5
phaseoli Phaseolus 026- 0260, 0261 2
pisi Pisum 009- 0090-0094 9
0096-0099
radicis- Cucumis sativus 022- 0220 1
cucumerinum
radicis- Lycopersicon 033- 0330-0332 3
lycopersici
raphani Raphanus 006- 0060 1
spinaciae Spinacia 023- 0230 1
tracheiphilum Vigna 020- 0201, 0202 2
unguiculata
tulipae Tulipa 011- 0110-0119 12
01111-01112
vanillae Vanilla 046-
vasinfectum Gossypium
zingiberi Zingiber

GCV- grupo de compatibilidade vegetativa

f. sp.- formae speciales
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2.4 Mecanismos de biocontrole empregados por Trichoderma sp.

Os fungos utilizados no biocontrole, pertencentes ao género Trichoderma, possuem
capacidade de interagir parasiticamente e simbioticamente com diferentes substratos e
organismos vivos, incluindo plantas e microrganismos. Podem utilizar uma variedade de fontes
de nutrientes e estdo entre 0s mais resistentes a acdo antagonista de micrdbios, toxinas e
substancias quimicas, naturais ou produzidas pelo homem, além de poderem degradar algumas
dessas moléculas (Woo et al. 2006).

Como exemplo desta resisténcia, espécies de Trichoderma podem produzir enzimas que
degradam cianido e permitem o crescimento normal de plantas em solos com concentragdes de
50 ou 100 ppm deste composto (Harman, 2006).

Os mecanismos de atuacdo pelos quais esses fungos agem sdo variados, podendo ocorrer
através da producdo de metabdlitos volateis ou ndo, competicdo por nutrientes e espaco,
micoparasitismo, aumento da tolerancia ao estresse da planta através de aumento de enraizamento
e promocao de crescimento, solubilizagdo e sequestro de nutrientes inorganicos e inativacdo das
enzimas dos patégenos (Harman, 2000).

A antibiose ocorre durante interacdes entre espécies de Trichoderma e outros fungos,
envolvendo compostos difusiveis de baixo peso molecular ou antibidticos, inibidores de
crescimento micelial de fungos alvo.

Dennis & Webster (1971a e b) relataram que espécies de Trichoderma produzem
compostos volateis e ndo volateis capazes de inibir o crescimento micelial de uma variedade de
fungos, e que esta producdo de substancias antifungicas varia de acordo com o isolado. A
producdo de metabolitos secundarios € linhagem dependente e inclui substancias antifangicas

pertencentes a uma variedade de classes de compostos quimicos. Eles foram classificados de
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acordo com Ghisalberti & Sivasithamparam (1991) em trés categorias: (i) antibidticos volateis e
derivados isocianidos; (ii) compostos sollveis em agua; e (iii) “peptaibols”, que sdo
oligopeptideos lineares de 12 a 22 aminoacidos.

Dentre esses metabolitos (Figura 5) pode-se citar o acido harzianico, alameticinas,
tricolinas, massoilactona, harzianopiridona, glisopreninas, acido heptelidico (Benitez et al. 2004),
paracelsina, trichopolina A e B, trichorzianina, trichotoxina A, B e AB40 (Shaw & Taylor, 1986),
antraquinonas, butenolides, izonotrinas (Ghisalberti & Sivasithamparam, 1991), gliotoxina e
gliovirina (Howell, 2003), e trichoviridina, koninginina A, viridiol, viridina, harzianodiona
(Vinale et al. 2008). Dentre os metabdlitos mais estudados pode-se citar a harzianolide e a 6-n
pentil-2H-piran-2-ona e seu analogo 6-n pentenil-2H-piran-2-ona, presentes em varias espécies
de Trichoderma e responsavel pelo aroma de cdco associado aos fungos deste género, além de
apresentarem boa atividade contra patégenos formadores de esclerédios.

Segundo Howell (2006), o antibiotico gliotoxina ¢ produzido por linhagens “Q” de T.
virens, as quais possuem um espectro de acdo contra bactérias, actinomicetos e fungos, e age
sinergicamente com quitinases em atividades antifungicas. J&, o antibiotico gliovirina produzido
por linhagens “P” deste mesmo fungo possui um espectro mais limitado de agdo e ndo ¢ efetivo
contra bactérias, actinomicetos e a maioria dos fungos, sendo um potente inibidor de oomicetos
como Pythium spp. Pringsheim e Phytophthora spp. (Mont.) De Bary.

No trabalho de Kiicuk & Kivang (2003) que avaliaram o efeito de metabdlitos volateis e
ndo volateis de T. harzianum contra varios fungos fitopatogénicos, foi constatado que os
metabolitos ndo volateis sdo mais efetivos para inibir o crescimento de F. oxysporum, R. solanii e

Sclerotium rolfsii Sacc., em comparacdo aos volateis.
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Figura 5. Estrutura quimica de alguns compostos produzidos por Trichoderma spp. (adaptado de Vinale

et al. 2005, 2008).
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Esses mesmos autores estudaram as interacdes entre linhagens antagonistas de T.
harzianum e patdgenos de plantas, presentes no solo (Kicik e Kivang, 2004). A concluséo foi de
que os metabdlitos produzidos pelo antagonista inibem o crescimento de fitopatbgenos como
Fusarium sp.

A antibiose precede o micoparasitismo e colonizacdo do hospedeiro, provocando efeitos
diversos nas células dos hospedeiros, tais como: retragdo do plasmalema, quebra de organelas,
desintegracdo do citoplasma e perda de turgor (Bélanger et al. 1995).

Os eventos que levam ao micoparasitismo (Figura 6) acontecem em uma série de passos
que iniciam com a deteccgéo de outros fungos e consequente crescimento ao redor destes por parte
do antagonista. Ap06s o contato inicial, Trichoderma sp. se prende ao hospedeiro, crescendo com
movimento espiral ao redor da hifa e formando apressérios sobre a superficie da hifa alvo (Figura
6a). Ao finalizar essa etapa, produz uma série de enzimas degradadoras de parede celular e
provavelmente alguns antibioticos, principalmente na interface entre o apressério e a hifa do
fungo alvo. Os efeitos combinados destas atividades resultam na dissolucdo da parede da celula e
parasitismo do fungo alvo (Figura 6b). Na regido onde o apressorio se prende, sdo produzidos
orificios com entrada direta da hifa de Trichoderma no limen do hospedeiro (Harman et al.
2004) (Figura 6c).

Uma lista parcial de géneros de fungos patogénicos que podem ser afetados por
Trichoderma spp. inclui: Armillaria, Botrytis, Chondrostereum, Colletotrichum, Dematophora,
Diaporthe, Endothia, Fulvia, Fusarium, Fusicladium, Helminthosporium, Macrophomina,
Monilia, Nectria, Phoma, Phytophthora, Plasmopara, Pseudoperonospara, Pythium,
Rhizoctonia, Rhizopus, Sclerotinia, Sclerotium, Venturia, Verticillium e fungos causadores de

podriddes de madeira (Monte, 2001).



Figura 6. Processo de micoparasitismo de Trichoderma sp. em Rhizoctonia solani. (a) formacao do
apressorio; (b) parasitismo na hifa do hospedeiro; (c) orificios deixados pelo apressorio.
T- Trichoderma spp. R- Rhizoctonia solani A- apressorio (adaptado de Harman et al. 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Micro-organismos
Os micro-organismos utilizados foram os isolados de Fusarium sp. e Trichoderma sp. de

acordo com os quadros 1 e 2.

Quadro 1. Isolados de Fusarium sp. utilizados no presente trabalho.

Isolado/Linhagem  Origem Geografica Raca VCG
589 Rio Grande do Sul NI NI
859 Rio Grande do Sul NI NI
921 Rio Grande do Sul NI NI
921/2 Rio Grande do Sul NI NI
1205/1 Rio Grande do Sul NI NI
1205/2 Rio Grande do Sul NI NI
Fusarium 23° Espirito Santo 2 NI
Fusarium 27° Espirito Santo 1 NI
TO 11°° Séo Paulo 2 NI
TO 245°° Séo Paulo 2 NI
26380* Estados Unidos 3 0033
34970* Estados Unidos 2 0030
MM 66** Estados Unidos 2 0032
OSU 451** Estados Unidos 2 0031

° Concedidos pelo Dr. Ailton Reis da Embrapa Hortaligas, Distrito Federal.

°° Concedidos pelo Dr. Rdmulo Kobori da Empresa Sakata Seeds atraves do Dr. Wagner Bettiol da
Embrapa Meio Ambiente, Jagaritina-SP.

* Concedidas pela Dra. Kerry O’ Donnell do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos.

** Concedidas pela Dra. Liane Rosewich Gale do Departamento de Patologia de Plantas da
Universidade de Minnesota.

NI- nédo identificado.

Os isolados Fusarium 23, Fusarium 27, TO 11 e TO 245, tiveram suas racas identificadas e

serviram como controle para identificacdo das mesmas nos testes de patogenicidade.
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As linhagens 26380, 34970, OSU 451 e MM66 foram previamente identificadas como Fol,
e sdo as linhagens padrdo dos grupos de compatibilidade vegetativa desta formae speciales.

Os isolados 589, 859, 921, 921/2, 1205/1 e 1205/2 de Fusarium sp. pertencem a colecdo do
laboratério de Controle Bioldgico de Doencas de Plantas e ndo possuiam identificacdo de

espécie, raca e grupo de compatibilidade vegetativa.

Quadro 2. Isolados de Trichoderma sp. utilizados no presente trabalho.

Isolado Cultura de origem  Origem geogréfica
Tl Videira Rio Grande do Sul
T2 Gérbera Rio Grande do Sul
T3 Pepino Rio Grande do Sul
T4 Videira Rio Grande do Sul
T6 Amor perfeito Rio Grande do Sul
T8 - Rio Grande do Sul
T15 Macieira Rio Grande do Sul
T17 Macieira Rio Grande do Sul
T19 Macieira Rio Grande do Sul
T5A - -

3.2 Meios de Cultura e Solucdes
3.2.1 Meio BDA

Para a manutencdo, crescimento e avaliagdo do antagonismo foi utilizado o meio BDA
(Batata Dextrose Agar). Foram pesados 200 gramas de batata descascadas e cozidas em 1 litro de
agua destilada por 20 minutos, o caldo foi filtrado e ao filtrado resultante foram acrescentados 20
gramas de glicose, 20 gramas de &gar e a&gua autoclavada até completar 1L, sendo apoés

autoclavado por 20 minutos, a 121 °C e 1 atm de presséo.
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3.2.2 Solugéo salina
Foi constituida de 9 gramas de NaCl em 1 L de &gua destilada, sendo ap6s autoclavada por

20 minutos, a 121 °C e 1 atm de pressédo. Os frascos foram mantidos em temperatura ambiente.

3.2.3 Meio basal
Em 1 L de &gua destilada foram acrescentados 0s seguintes reagentes: 30 g de sacarose, 1
g de KH,POy4, 0,5 g de MgSO, . 7 H,0, 0,5 g de KCI, 10 mg de FeSO, . 7 H,0, 20 g de 4gar € 0,2

mL de uma solucéo de elementos tracos e autoclavado a 121 °C e 1 atm por 15 minutos.

3.2.4 Solucéo de elementos tracos
Em 95 mL de agua destilada foram acrescentados: 5g de acido citrico, 5g ZnSQO, . 7 H,0,
1g Fe(NH,)2 (SO4), . 6H,0, 1g CuSO4. 5 H,0, 1g Mn SO, . H,0, 50 mg H3BO3, 50 mg NaMoO; .

2 H,0 e autoclavado a 121 °C e 1 atm por 15 minutos.

3.2.5 Meio minimo
Em 1 L de meio basal foi acrescentado 2g de NaNOj e autoclavado a 121 °C e 1 atm por

15 minutos.

3.2.6 Meio batata dextrose agar com clorato
O meio batata dextrose agar foi feito da maneira citada no item 3.2.1, sendo depois

adicionado 15 g de KCIO3z e autoclavado a 121 °C e 1 atm por 15 minutos.
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3.2.7 Manutencéo dos micro-organismos
Os micro-organismos foram mantidos em meio BDA e repicados a cada periodo de 4
semanas. Apds crescimento em estufa durante 7 dias, os repiques foram mantidos em refrigeracéo

a temperatura de 4° C até repique posterior.

3.2.8 Suspensao de conidios

Na producdo de suspensdes de conidios de Trichoderma spp. foram utilizadas placas
contendo meio BDA em cuja superficie foram desenvolvidas as linhagens por 7 dias a 28 °C com
fotofase de 12 horas, em incubadora tipo BOD. As placas foi acrescentada agua destilada
esterilizada e, com a o auxilio de uma al¢a de Drigalski a superficie foi lavada. A este contetido
foi acrescentado agua destilada e autoclavada suficiente para completar o volume de 50 mL de
suspensdo. A determinacdo da concentracdo de conidios na suspensdo foi feita com o auxilio de

uma Camara de Neubauer.

3.2.9 Producéo de conidios de Fusarium sp. e Trichoderma sp.

Como substrato de crescimento para o fungo foi utilizado milho pipoca triturado umedecido
e esterilizado. O indculo priméario do fungo foi misturado a 100 g de grdos em sacos plasticos.
Apds sete dias de colonizagdo em temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas o milho foi
incorporado ao substrato de enraizamento das plantas, na proporcdo de 20 g/kg de substrato
conforme Melo & Valarini (1995). A concentracdo final de conidios foi determinada em Camara
de Neubauer a partir de uma suspenséo feita com 1g de substrato colonizado diluido em 10 mL
de solucdo salina, e a viabilidade foi avaliada por diluicdo plagueamento em meio BDA e

contagem de col6nias.
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Para a producdo de conidios de Trichoderma sp. foi utilizada a mesma técnica,

substituindo-se o milho pipoca por arroz.

3.3 Teste de patogenicidade de Fusarium e identificacdo de racas

A partir de placas de manutencdo dos isolados de Fusarium sp., foi feita uma suspenséo
adicionando-se agua destilada e autoclavada e lavando-se a superficie do meio com o auxilio de
uma al¢a de Drigalski para liberacdo de micélio e conidios. Apés, a concentra¢do da suspensdo
foi ajustada para 1 x 10° propagulos por mL, por meio de diluicdo quando necessario.

Foi empregado o seguinte conjunto de cultivares diferenciadoras de racas de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici: Super Marmande (suscetivel a todas as racas), Industrial (resistente
a raca 1), Rasteiro (resistentes as racas 1 e 2), produzidas pela empresa Isla sementes. As
sementes da cultivar BHRS-2,3 (resistente as trés racas do patdgeno) foram fornecidas pelo Dr.
Ailton Reis, Embrapa Hortalicas e os experimentos foram realizados de acordo com Reis et al.,
(2004).

As sementes dos genotipos foram semeadas no substrato comercial Plantmax®
autoclavado, em bandejas plasticas medindo 29 cm x 43 cm, mantidas em estufa por 14 dias para
enraizamento. Decorrido este periodo, as plantulas foram retiradas das bandejas e suas raizes
lavadas em agua corrente para retirada do substrato. A seguir, um segmento de cerca de 0,5 cm
da extremidade de cada raiz, foi cortado e descartado. Na sequéncia, o sistema radicular de cada
plantula foi mergulhado na suspensao de esporos do patdgeno, durante 5 minutos, e logo depois
as mesmas foram transferidas para bandejas de isopor de 128 células, preenchidas com substrato
comercial autoclavado. Para o tratamento testemunha, foi utilizada apenas agua destilada e

autoclavada. Foi aplicado também 1 mL da suspensdo de cada fungo nas células da bandeja
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diretamente no substrato de enraizamento, para cada um dos testes. Cada tratamento foi avaliado
em 10 plantas, com duas repeticdes.

A irrigacdo foi realizada diariamente com agua potavel, aumentando-se a quantidade de
acordo com o desenvolvimento das plantulas.

A avaliagdo da severidade da doenga foi realizada em 15 e 30 dias, baseando-se em escala
de notas variando de 0 a 3 de acordo com Vakalounakis et al. (2004), relacionada com a presenca
de sintomas visiveis na parte aérea, como o aparecimento de folhas com o aspecto queimado, de
cor marrom na base das plantas; folhas torcidas, cloréticas e/ou murchas; e planta morta. De
acordo com a percentagem de sintomas visiveis na parte aérea, foi utilizada a escala a seguir:

(0) - auséncia de sintomas;

(1) - murcha leve ou moderada, descoloragéo vascular leve do caule;
(2) - murcha e descoloragéo vascular severas;

(3) - planta morta.

Para confirmagdo de morte por fusariose, as plantas que apresentaram sinais da doenca
foram tratadas em uma solucdo de alcool 70% por 1 minuto, sendo em seguida imersas em
solugdo 10% hipoclorito pelo mesmo periodo de tempo, deixadas para secar em capela e
colocadas em placas de Petri contendo meio BDA de acordo com Alfenas & Mafia (2007). A
confirmacéo da morte por Fol foi feita ao observar-se o crescimento de coldnias do fitopatdgeno

a partir das plantas e das estruturas de crescimento e reproducéo, ao microscopio ético.

3.4 Testes de antagonismo
O antagonismo dos isolados de Trichoderma sp. contra os isolados de Fol foi avaliado de
duas maneiras: pela escala de Bell et al. (1982) para avaliar o0 micoparasitismo em relacdo ao

fungo fitopatogénico, e pela metodologia descrita por Abdell-Fattah et al. (2007).
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Para antagonismo foram utilizados os isolados de Fusarium sp. que se mostraram
patogénicos ao tomate nos testes de patogenicidade. Também foram incluidas nos testes as
linhagens 26380 e 34970 de F. oxysporum f. sp. lycopersici, linhagens padrdo dos grupos de

compatibilidade vegetativa e pertencentes a raca 3.

3.4.1 Avaliacéo de acordo com a escala de Bell et al. (1984)

Para placas de Petri contendo meio de cultura BDA, foi transferido um disco de agar
colonizado pelo fungo fitopatogénico utilizando-se um tubo de Zeni, a 0,5 cm da borda da placa,
que depois de fechada foi mantida em estufa BOD por 48 horas. Decorrido esse periodo, para a
mesma placa foi transferido um disco de agar colonizado por um isolado de Trichoderma sp. a
0,5 cm da borda da placa em ponto equidistante do in6culo do isolado de Fusarium sp., de acordo
com a Figura 7. As placas foram mantidas em estufa a 26° C (+ 2°C) e fotofase de 12 horas. Ap6s
oito dias foi realizada a avaliacdo do crescimento dos fungos, baseada no critério de Bell et al.
(1982) adaptado, no qual foi utilizada a seguinte escala de notas de 1 a 5 (Figuras 7 e 8): (1)
antagonista cresce e ocupa toda a placa; (2) antagonista cresce, sobrepondo-se sobre a colonia do
patogeno (2/3 da placa); (2,5) antagonista cresce, sobrepondo-se somente sobre a borda da
colénia do patogeno; (3) antagonista e o patdgeno crescem até a metade da placa (sem
sobreposicao); (4) patdgeno cresce sobrepondo-se sobre a col6nia do antagonista (2/3 da placa);

(5) patogeno cresce e ocupa toda a placa.
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Figura 7. Desenho esquemaético da realizag&o do teste de confronto direto entre isolados de Fusarium sp.
e de Trichoderma sp.

Figura 8. Representacdo da escala de notas de Bell et al. (1982) modificada, utilizada nos
testes de confronto direto para avaliacdo do antagonismo nas placas. (1) Antagonista cresce e ocupa
toda a placa; (2) Antagonista cresce, sobrepondo-se sobre a coldnia do patégeno (2/3 da placa); (2,5)
Antagonista cresce, sobrepondo-se somente sobre a borda da colénia do patdgeno; (3) Antagonista e o
patégeno crescem até a metade da placa).
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3.4.2 Avaliacéo de inibicdo de crescimento da col6nia de Fusarium sp.

Os crescimento das col6nias de Fusarium sp. foi medido decorridos 8 dias ap6s a
colocacdo do inéculo de Trichoderma sp. nos testes de confronto direto. Utilizando-se um
paquimetro foi realizada medida do raio da coldnia do fungo fitopatogénico confrontado com os
isolados do antagonista, além da medida do grupo controle contendo somente o isolado de
Fusarium sp.

Os resultados entdo foram avaliados de acordo com a seguinte formula de Abdell-Fattah
et al. (2007) para calcular a porcentagem de inibicdo de crescimento provocado pelos isolados de
Trichoderma sp.:

% inibicdo = [crescimento controle — crescimento teste/ crescimento controle] X 100; que indica

a porcentagem de inibicéo da coldnia do fungo antagonizado em relagédo ao controle.

3.5 Teste de producdo de metabdlitos volateis

A avaliacdo do efeito dos metabdlitos volateis produzidos por Trichoderma sp. in vitro foi
realizado de acordo com a metodologia descrita por Dennis & Webster (1971b) e Figura 9. Dois
fundos de placas de Petri contendo meio BDA foram individualmente inoculados utilizando-se
um tubo de Zeni, a partir de coldnias do patdgeno e do antagonista, crescidas em placas controle
por cinco dias, sendo os fundos ajustados e fechados com fita crepe. O controle ndo continha o
antagonista Trichoderma sp. As culturas foram incubadas a 28°C+ 0,5°C, com fotofase de 12
horas. Os tratamentos foram conduzidos com trés replicatas. O crescimento radial foi medido

apos 48 e 120 horas de incubacéo.
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Figura 9. Desenho esquematico da realizagdo do teste de producdo de metabdlitos volateis de
Trichoderma sp.

3.6 Testes de controle bioldgico de Trichoderma sobre Fusarium f. sp. lycopersici

Este experimento foi realizado com o tomateiro de forma preventiva de acordo
com Melo & Valarini (1995). Foram utilizados os isolados T17 e T6 de Trichoderma sp.,
determinados de acordo com o experimento de confronto direto entre Trichoderma sp. e
Fusarium sp. Foram utilizados os isolados 1205/2 e TO 245 de Fol, selecionados a partir dos
resultados obtidos nos testes de patogenicidade.

Dez dias antes da semeadura das sementes de tomate, o solo foi tratado com 20 g de milho
triturado e colonizado por Fusarium sp./kg de solo. Passado este periodo, foi determinada a
populacdo de Fol presente em um grama de solo misturado em 10 mL de solucdo salina em
camara de Neubauer. A viabilidade dos propagulos de Fusarium sp. foi verificada pela
determinacdo do numero de UFC presentes no substrato, em meio BDA. Para o tratamento
bioldgico, o arroz colonizado pelos isolados T6 e T17 de Trichoderma sp. foi lavado em agua até

ser obtido uma suspensio com 1 x 10° conidios/mL. Plantulas de tomateiro com
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aproximadamente 15 dias tiveram as extremidades de suas raizes cortadas (0,5 cm) e depois
foram imersas em uma das suspensdes de Trichoderma sp. por um periodo de 5 minutos,
conforme o tratamento. Em seguida, as mudas foram transplantadas para os substratos infestados
com um dos isolados 1205/2 ou TO 245 de Fol. Cada tratamento foi realizado em 10 plantas,
acompanhado do tratamento controle.

A morte de plantas foi mensurada semanalmente e, apos 45 dias foi avaliada a presenca
ou ndo de sintomas da doencga de acordo com a escala de severidade da doenca descrita por
Vakalounakis et al. (2004). As medidas de alturas da plantas e comprimento das raizes foram
determinadas utilizando-se uma régua milimetrada. O peso seco foi determinado separando-se a
parte aérea das raizes e secando-se cada uma das partes em estufa por cerca de 48 horas a 50 °C.
A confirmacéo de morte foi realizada de acordo com Alfenas & Mafia (2007), com identificacdo

das estruturas reprodutivas do fungo ao microscopio otico.

3.7 Analise dos grupos de compatibilidade vegetativa (GCV)
3.7.1 Geracdo de mutantes ndo utilizadores de nitrato

Os testes foram realizados de acordo com Correl et al. (1987), sendo os isolados de
Fusarium sp. repicados de uma placa controle para placas contendo meio BDA acrescentado de
clorato. Apds o repique, as placas inoculadas foram mantidas em estufa BOD a 28 °C e fotofase
de 12 horas. Diariamente foram analisados setores de crescimento mais rapido, sendo estes
setores repicados para meio minimo contendo nitrato como unica fonte de nitrogénio. Neste meio

as coldnias que cresceram ralas e sem micélio aéreo foram consideradas mutantes nit.
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3.7.2 Caracterizagdo de fenotipos de mutantes nit

Os fenotipos destes mutantes foram designados em diferentes classes fenotipicas com
base em seu crescimento em meio contendo uma das diferentes fontes de nitrogénio seguintes:
meio minimo, meio nitrito e meio hipoxantina. Para identificacéo, as colénias de mutantes foram
repicadas para cada um destes meios e seu crescimento comparado com o parental apds 4 dias de

crescimento de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3. Identificagdo de mutantes ndo utilizadores de nitrato (nit) de Fusarium oxysporum através do
crescimento em diferentes fontes de nitrogénio. (adaptado de Correl et al. 1987).

Mutacao Designacao do Crescimento em diferentes fontes de nitrogénio *
mutante Nitrato Nitrito Hipoxantina
Nenhuma Selvagem + + +
Nitrato redutase nitl - + +
(locus estrutural)
Co-fator NitM - + -
Molibdénio (Loci)

(a) Crescimento em meio basal com diferentes fontes de nitrogénio; (+) tipico crescimento selvagem;
(-) crescimento ralo sem micélio aéreo.

4.7.3 Testes complementares

Foram considerados mutantes compativeis vegetativamente aqueles que complementaram
um ao outro em meio minimo, ocorrendo o desenvolvimento de micélio aéreo denso onde as
coldnias dos 2 mutantes nit se encontraram. O pareamento foi feito retirando-se o micélio de cada
coldnia com o auxilio de um tubo de Zeni e colocando-se a cerca de 1-2 cm de distancia em placa
de Petri contendo meio minimo. As placas foram incubadas em estufa como descrito
anteriormente por cerca de 14 dias e entdo avaliadas quanto a complementacdo (ocorréncia de
anastomose de hifas e formacdo de heterocario). Todos os mutantes nit recuperados do mesmo

parental foram pareados com no minimo um nitl e um NitM daquele mesmo parental. Um
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mutante nitl e um mutante NitM de cada isolado foi pareado em todas as combinag6es possiveis

com um mutante nitl e um Nit M de todos os isolados pra confirmagédo dos GCVs.

3.8 Métodos Estatisticos
Os resultados foram avaliados pela analise de variancia One-Way ANOVA, com o pés-

teste de Tukey para um p< 0,05, utilizando-se o programa computacional GraphPad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes de Patogenicidade

Embora oriundos de plantas de tomateiro, para a maioria dos isolados da Serra Gaucha,
apos 15 dias de teste ndo foi observado sintomas de doenca em nenhuma das cultivares utilizadas.
Somente o isolado 1205/2 de Fol ocasionou sintomas de doenca como amarelecimento e necrose
das folhas mais velhas, murcha da planta seguida muitas vezes de morte, nas cultivares suscetivel
e na resistente a raca 1, alcancando nivel 3 na escala, com morte de todas as plantulas
contaminadas e ndo sendo observados sinais de doenca na cultivar resistente as racas 1 e 2, assim
como para a cultivar resistente a raga 3 (Figura 10).

Essa aviruléncia observada para os isolados da Serra Gaucha talvez possa ser devido ao alto
tempo de armazenamento em congelador de algumas amostras. Outra hipotese seria a de pressao

de sele¢do por aviruléncia devido ao repique freqliente desses isolados em meio de cultura.

Figura 10. Plantulas de tomateiro inoculadas com isolado 1205/2 apés 3 dias de tratamento. A- cultivar
suscetivel com sintomas de doenca. B- cultivar resistente as racas 1 e 2 sem sintomas.
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Os isolados TO 11 e TO 245, oriundos de Sdo Paulo causaram sintomas de doenca nas
cultivares suscetivel e resistente a raca 1, com notas de 1,7 e 2,6 de acordo com a escala de
severidade de Vakalounakis et al. (2004). No entanto, nas cultivares resistentes as racas 2 e 3 nao
foram observados sintomas de doenca.

Com os isolados Fusarium 23 e 27, oriundos do Espirito Santo foram observados sintomas
em cultivar suscetivel. Na cultivar resistente a raca 1 porém, somente Fusarium 23 causou
sintomas de fusariose nas plantulas de tomate. Nas outras cultivares ndo foram observados
sintomas de doenga.

Com 30 dias de avaliacdo os resultados de patogenicidade, de acordo com a escala
utilizada, foi observado a maior severidade para o isolado 1205/2, atingindo nivel 3 na cultivar
suscetivel e 2,8 na cultivar resistente a raca. Este isolado foi classificado como pertencente a raca
2 ja que ndo foram observados sintomas de doenca em cultivar resistente as racas 1 e 2, e
tampouco na cultivar resistente a raga 3.

O isolado TO 245 obteve nota de 2,6 e 0 isolado TO 11 nota de 2,55 em cultivar resistente
aracal (Tabela 4).

Para o isolado Fusarium 27 ndo houve incidéncia de doenca em cultivar resistente a raca
1, e para Fusarium 23 a nota da severidade da doenca foi de 1,70 (Tabela 4). Estes resultados
confirmam as classificagdes em ragas 1 e 2 respectivamente, de acordo com os resultados obtidos
por Reis et al. (2005).

Nenhum dos isolados de Fol da Serra Gaulcha, causou sintomas de doenca na cultivar
resistente as racas 1 e 2, descartando a possibilidade de algum dos isolados serem pertencentes
raca 3.

Os demais isolados testados ndo causaram doenca em nenhuma das cultivares tratadas,

sendo classificados como possiveis avirulentos. Da mesma forma, Cai et al. (2003) obtiveram
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trés isolados de Fol oriundos de plantas com sintomas de doenca que ndo ocasionaram sintomas

em cultivares suscetiveis, sendo classificados como endofiticos e ndo patogénicos.

Nenhum isolado pertencente a raca 3 foi detectado entre os seis isolados de Fusarium sp.

obtidos de plantas com sintomas de murcha-de-fusarium no Estado do Rio Grande do Sul.

Os isolados TO 11, TO 245, Fusarium 23 e Fusarium 27 foram utilizados como controle de

identificacdo das racas nas cultivares, ja que possuiam raga conhecida, confirmando-se as

mesmas nos testes de patogenicidade realizados.

Tabela 4. Severidade de doenca causada por isolados de Fusarium sp. apés 15 e 30 dias de
experimento em cultivares de tomateiro suscetivel e resistente a raca 1, ragas 1 e 2 e raca 3 de acordo
com escala de Vakalounakis et al. (2004): (0) - auséncia de sintomas; (1) - murcha leve ou moderada,
descoloragdo vascular leve do caule; (2) - murcha e descoloragdo vascular severas; (3) - planta morta;.

Isolados de
Fusarium

589

859

921

921/2
1205/1
1205/2
Fusarium 23
Fusarium 27
TO 11

TO 245
Controle

Super Marmande

15 dias
0

0
0
0
0

3
0,9°
1,96b
15°
1,8£‘lb

0

30 dias
0
0
0
0
0
3a

1,7°
212ab
2’7ab
2,4%°
0

Cultivares de tomateiro®
Rasteiro

Industrial
15 dias | 30 dias
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
2,8° 2,8°
1,72 1,72
0 0
1,72 2,55°
2,6° 2,6
0 0

15 dias

[cNeoNeoNoNeloNolololNolNo]

30 dias
0

O OO OO OOOOo

o

BHRS-2,3

15 dias
0

O OO OO OOOOo

o

30 dias

OO OO OO ODOCOCOO0o

* Médias seguidas da mesma letra em cada dia de avaliacdo ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<

0,05).

& Cultivares diferenciadoras utilizadas para designacéo de raca: Super Marmande (suscetivel), Industrial
(resistente a raca 1), Rasteiro (resistente as racas 1 e 2) e BHRS-2,3 (resistente asracas 1, 2 e 3).

O reisolamento do agente causal da doenca confirmou a morte causada por fusariose, ja que

se pode observar as col6nias de Fusarium sp. em placa de todas as amostras de plantas mortas

(Figura 11).
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Figura 11. Isolados de Fusarium sp. obtidos de plantas mortas com tratamentos com isolados 1205/2
(A) e TO 11 (B)
4.2 Antagonismo in vitro de Trichoderma contra Fusarium f. sp. lycopersici
4.2.1 Resultados de acordo com a Escala de Bell

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados obtidos, podendo ser observado que as
menores médias gerais da escala foram alcancadas com os isolados T3, T8 e T17. Para o isolado
Fusarium 23, a diferenca estatistica entre os valores dos efeitos alcangados por cada um dos
isolados de Trichoderma sp. confrontados, ndo foi significativamente diferente, porém, todos
diferiram do tratamento testemunha contendo somente o isolado de Fol.

Para o isolado Fusarium 27, as menores médias foram apresentadas com os isolados T3,
T8 e T17 de Trichoderma sp. com evidéncias de micoparasitismo sobre o fungo fitopatogénico.
Sobre o isolado TO 11 de Fol os isolados T8 e T17 de Trichoderma sp. ocuparam 2/3 da
superficie do meio de cultura, esporulando e sobrepondo a col6nia do hospedeiro sugerindo uma
forte acdo micoparasita (Figura 12). Da mesma forma, os isolados T1, T3, T8 e T 17 cresceram

sobre o isolado TO 245, sendo que T17 sobrep0s totalmente a coldnia do patégeno.
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Figura 12. Micoparasitismo dos isolados T8 e T17 contra o isolado TO 11. Em cada placa, (T) =
Trichoderma, (F) = Fusarium.

Na avaliacdo do antagonismo de todos os isolados de Trichoderma sp. sobre a linhagem
26380 de Fusarium sp., todos os resultados foram significativos em relacdo ao tratamento
testemunha. A maior diferenca encontrada foi quando em confronto direto com o isolado T15.
N&o diferiram do isolado T15 de Trichoderma sp. os isolados T1, T3, T17, T19 e T5A, com
evidéncia de sobreposicdo da col6nia do fungo fitopatogénico em pelo menos uma das replicatas

testadas (Figura 13).

Figura 13. Sobreposicao da colénia da linhagem 26380 de Fol pelo isolado T1 de Trichoderma sp.
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Em relacdo a linhagem 34970 de Fusarium sp., oriunda dos Estados Unidos, a

sobreposicao total da colénia do fitopatégeno somente foi observada com o isolado T17. Nao

houve diferenca estatistica entre os demais isolados, porém, todos diferiram do tratamento

testemunha.

As observacdes de micoparasitismo s6 foram verificadas para o isolado 1205/2 de

Fusarium sp. da serra galcha contra o isolado T3 e T8 de Trichoderma sp. Os demais isolados

antagonistas nédo diferiram significativamente do tratamento testemunha.

Tabela 5. Notas do antagonismo in vitro entre linhagens de Trichoderma sp. e isolados de Fusarium sp.
de acordo com a escala de Bell et al. (1982) (1)- Antagonista cresce e ocupa toda a placa; (2)-
Antagonista cresce, sobrepondo-se sobre a coldnia do patégeno (2/3 da placa); (2,5)- Antagonista
cresce, sobrepondo-se somente sobre a borda da col6nia do patégeno; (3)- Antagonista e o patdgeno
crescem até a metade da placa (nenhum organismo sobrepde o outro); (4)- Patégeno cresce
sobrepondo-se sobre a col6nia do antagonista (2/3 da placa); (5)- Patégeno cresce e ocupa toda a placa;

Isolados de

Trichoderma

T1
T2
T3
T4
T6
T8
T15
T17
T19
T5A

Testemunha

Isolados de F. oxysporum f. sp. lycopersici

Notas do antagonismo

Fus. 23

3bA
3bA
3bB
3bA
3bA

3bA

2,66

2,66
3bA

3bA

43

Fus. 27

3bA
3bA
2,338
3bA
3bA

2 7bCA
3bA

2CA
3bA

3bA

43

TO 11

3bA
3bA
3bB
3bA
3bA

ZCA
3bA

20A
3bA

3bA

4,66°

TO
245
2cA
3bA
ZCAB
3bA
3bA
2cA
3bA
1,66
2,66°*
3bA
4

26380

2CdA

3bA

2 66deAB

2 83bCA
3bA

3bA

1,66
2,16
2,33
2,33%®
42

34970

2,834
3bA

3bB
3bA
3bA

3bA

2 5bA
1,83
2,83
2,66bAB
4a

MM©66

2,334
3bA

2 5bAB
3bA

3bA

1,664
2,83
2CA
2,66

3bA

4&

OSU  1205/2
451

2,834 3A
3bA 3aA

2’5bAB 1,66bA
3bA 3aA

3bA 3aA

2,834 2 ppPA

2 , 5bA 3aA
166" 3%
2 , 5bA 3aA
3bA 3aA
42 42

*Meédias seguidas da mesma letra minuscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
** Médias seguidas da mesma letra mailscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
Fus. 23= Fusarium 23; Fus. 27= Fusarium 27.



43

Os resultados obtidos indicam o potencial dos isolados de Trichoderma sp. em relacdo a
capacidade de micoparasitismo quando comparados aos resultados observados por Gémez et al.
(1997), em que dez isolados de Trichoderma sp. mostraram maior capacidade de antagonismo
contra Rhizoctonia sp., com apenas um resultado de sobreposicdo em teste de confronto direto
contra Fusarium sp. Os resultados encontrados nos testes de confronto direto no atual trabalho,
sugerem o potencial de aplicacdo dos isolados T3, T8 e T17 no controle de Fol, desde que
apresentaram sobreposicdo de col6nias em pelo menos seis dos nove isolados de Fusarium sp.
confrontados.

A capacidade de biocontrole, no entanto, depende de vérios fatores alem do
micoparasitismo, sendo o método de confronto direto uma das maneiras de realizar sele¢do de
isolados com potencial de aplicacdo em controle bioldgico. Esta hipbtese pode ser reforcada pelo
trabalho de Sanchez et al. (2007) que observaram que o parasitismo de T. longibrachiatum em
Thielaviopsis paradoxa é feito através da producdo de enzimas extracelulares que degradam os
constituintes da parede celular e de metabdlitos difusiveis ndo volateis que tambem estdo

envolvidos no antagonismo por Trichoderma sp.

4.2.2 Inibicéo de crescimento da col6nia de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

As médias dos dados de inibicdo de crescimento situaram-se entre 31% e 53%. O isolado
T3 de Trichoderma sp. inibiu em uma media de 53% o desenvolvimento fungico do fitopatégeno
Fusarium 23, sendo que contra todos os outros isolados do antagonista, exceto o isolado T19, nao
houve diferenca estatistica (Tabela 6).

O comportamento do isolado Fusarium 27 diante dos isolados de Trichoderma sp., serviu

como base para dividir estes ultimos em dois grupos: (1) provocaram maior inibicdo do fungo



44

alvo, como os isolados T2, T3, T4, T6 e T8; e (2) provocaram menor inibicdo, representados
pelos isolados restantes. O maior valor ficou em 47% de inibi¢&o e o menor em 37%.

O isolado TO 11 de Fusarium sp. apresentou as maiores médias de inibi¢cdo, com o maior
valor de 53%, determinado pelos isolados T1, T2 e T4 (Figura 14), e o menor valor de 42%

contra o isolado de Trichoderma sp. T15.

Figura 14. Inibicdo do crescimento do isolado TO 11 contra o isolado T4.

N&o houve diferenca significativa entre os isolados de Trichoderma sp. contra o isolado
TO 245, com um valor médio total de inibicdo de 36%.

Para a linhagem 26380 de Fol, a maior inibicdo foi quando confrontada diretamente com
os isolados T2 ou T3, com 44% e 47%, respectivamente e, em relacdo a linhagem 34970 do
patdégeno ndo houve resultados significativos de inibicdo de crescimento.

Os testes de confronto direto dos isolados T3 e T8 de Trichoderma sp. contra o isolado
1205/2 de Fusarium sp. apresentaram as maiores medias de inibi¢do (46%). A menor inibicao
(30%) foi encontrada quando confrontada contra o isolado T5A de Trichoderma sp. (Tabela 6).

A linhagem MM6 apresentou os menores valores médios de inibicdo contra o isolado T19
de Trichoderma sp., com apenas 29%, e as maiores médias de inibicdo contra o isolado T1, com

44% de inibicao.
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Para a linhagem OSU 451 de Fol, os menores valores de inibicdo foram observados no

confronto com os isolados T19, T15 e T2, e com maior inibi¢gdo com T1, T4, T6 e T5A.

Tabela 6. Porcentagem de inibi¢do do crescimento de isolados de Fusarium ocasionado por Trichoderma em
teste de confronto direto, de acordo com a equacdo de Abdell-Fattah et al. (2007).

Isolados de

Trichoderma

T1
T2
T3
T4
T6
T8
T15
T17
T19
TSA

Isolados de F. oxysporum f. sp. lycopersici

Porcentagem de inibicao

Fus. 23

45abAB
47abAB
534
483bAB
4774
48%A
46%4
47abAB
41°4
44704

Fus. 27

41"
4748
43
4548
4348
4718
37bBC
37°8
378
36bAB

TO 11

53
534
49abAB
534
5124
514
42bAB
484
4674
4674

TO
245
44248
41%®°
3¢
41%¢
3g8°8C
398
34°8C
398
36°5¢
378

26380

39%8
44%18
47°48
41abBC
38abBC
35°8
4074
43abAB
37%8
40abAB

34970

35
31%¢
34%
36aBC
33
35%8
31%¢
39aAB
30%
31%®

MM 66

44abB
32deC

37deBC

37bch
37bchC
461°

3 1bch

4 1abcAB

29dC
35deAB

osu
451
42abAB
34%
38abchC
42abBC
444

40abchB

3 4dBC
37abch
33dBC
4174

1205/2

348
45abAB
468
4 1abBC
4OabBC
46®
35abBC
378
35%8
308

*Meédias seguidas da mesma letra minuscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
** Médias seguidas da mesma letra mailscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
Fus. 23= Fusarium 23; Fus. 27= Fusarium 27.

Além disso, todos os isolados de Trichoderma sp. apresentaram crescimento mais rapido

que os isolados de Fusarium sp., ocupando cerca de metade da placa mesmo sendo repicado 48

horas depois de Fol. Resultados similares foram encontrados por Abdel-Fattah et al. (2007) que

registraram inibic&o de 48% no crescimento de col6nias de Bipolaris oryzae quando confrontado

com Trichoderma sp. A mesma velocidade de crescimento do antagonista apés oito dias de teste

foi observada, sendo esta uma das vantagens da utilizacdo de isolados deste género.
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Comparando as duas formas de avaliacao dos testes de confronto direto, pode-se observar
que isolados como T2, que apresentou resultados de pouca sobreposicdo de coldnias do patgeno,
com média 3,00 na escala, apresentou médias de inibicdo de crescimento altas, com as maiores
taxas de inibicdo dos isolados TO 11 e Fusarium 27. O isolado T3 que apresentou sobreposicéo
contra seis dos nove isolados de Fol, também apresentou médias altas de inibigdo. Os mesmos
resultados de antagonismo foram também observados para T8 e T17 em relacdo aos isolados de
Fol.

Esses resultados, porém ndo permitem concluir a respeito da relacdo entre o
micoparasitismo e o efeito inibitério de Trichoderma sp. Nao existem resultados que indiquem
quais dos métodos de avaliacdo utilizados € o mais importante para a capacidade de biocontrole
de espécies pertencentes a este género. Ou se, na hip6tese de esta capacidade resultar da acao
sinérgica de todos 0s mecanismos, quais métodos seriam os mais indicados para realizacdo de

selecdo de isolados em laboratorio.

4.3 Avaliacéo da producéo de metabolitos volateis por Trichoderma sp.

A inibicdo de crescimento, por meio da producdo de metabolitos volateis, foi testada com
trés isolados de Trichoderma sp. (T3, T8 e T17), selecionados nos testes de antagonismo em
confronto direto contra todos os isolados de F. oxysporum f. sp. lycopersici, tendo como critério a
maior incidéncia de micoparasitismo.

Conforme a Figura 15, a inibicdo do crescimento do isolado Fusarium 23 pelo isolado
T17 de Trichoderma sp., foi observado tardiamente nas120 horas, com uma reducdo de 0,83 cm

no diametro da colébnia.
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Figura 15. Diametro das col6nias do isolado Fusarium 23 de Fusarium sp. em teste de inibicdo por
metabolitos volateis liberados pelos de Trichoderma sp. em relagdo ao controle.

* Médias seguidas da mesma letra para cada tempo avaliado ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p< 0,05).

Legenda:

Em relacdo ao isolado Fusarium 27, a inibicdo induzida por todos os isolados de
Trichoderma foi significativa em 120 horas (Figura 16). Podem ser observadas as médias das
medidas do didmetro das col6nias apds 120 horas de crescimento. No grupo controle a média

alcancada foi de 6,76 cm e de 3,75; 3,8; € 3,8 cm para T3, T8 e T17, respectivamente.

(o]
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48 horas 120 horas

Figura 16. Diametro das col6nias do isolado Fusarium 27 de Fusarium sp. em teste de inibigdo por
metabdlitos volateis liberados pelos isolados de Trichoderma sp.em relagéo ao controle.

* Médias seguidas da mesma letra para cada tempo avaliado ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p< 0,05).
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Na Figura 17 pode ser observado que além da reducdo do didmetro da coldnia, 0s
metabdlitos liberados pelo isolado T3 de Trichoderma sp. provocam alteracdes morfoldgicas em
que as hifas do isolado Fusarium 27 se mostram mais ralas. Da mesma forma, Dal Bello et al.
(1997) também observaram que o efeito dos metabolitos volateis de Trichoderma sp. pode se
manifestar diretamente sobre as hifas dos fitopatégenos (afinamento e escurecimento) e evitando
a formacédo de esclerodios, sem ser observado necessariamente no crescimento e esporulacéo,

mas produzindo um efeito inibidor indireto.

Figura 17. Comparativo entre colénias do isolado Fusarium 27, grupo controle (A), e na presenca de
metabolitos volateis liberados pelo isolado T3 de Trichoderma sp.(B).

Reforcando os dados relatados por Paradela (2002), de que os isolados de Fusarium sp.
podem responder diferentemente as acbes antagonistas de microrganismos, o0s resultados
apresentados na Figura 18 demonstram a alta resisténcia do isolado TO 11, que ndo foi inibido

pelos metabolitos volateis liberados pelos isolados de Trichoderma sp. avaliados.
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Figura 18. Diametro das col6nias do isolado TO 11 de Fusarium sp. em teste de inibigdo por
metabolitos volateis liberados pelos isolados de Trichoderma sp. em relacdo ao controle .

* Médias seguidas da mesma letra para cada tempo avaliado ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p< 0,05).
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De forma bastante semelhante, o0 isolado TO 245 de Fusarium sp. foi inibido somente até
48 horas de crescimento sob os gases liberados pelo isolado T3 de Trichoderma sp. Apds 120

horas essa diferenga ndo foi mais significativa em relagéo ao grupo controle (Figura 19).
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Figura 19. Diametro das colonias do isolado TO 245 de Fusarium sp.em teste de inibicdo por
metabdlitos volateis liberados pelos isolados de Trichoderma sp. em relacdo ao controle.
* Médias seguidas da mesma letra para cada tempo avaliado ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p< 0,05).
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Embora neste trabalho tenha sido observada uma inibicéo variavel do desenvolvimento das
coldnias da linhagem 26380 pertencente a raca 3 de Fol em confronto direto com os isolados de
Trichoderma sp. (Tabela 5), no tratamento com metabdlitos volateis ndo ocorreu inibicéo

significativa em relagéo ao controle, como pode ser observado na Figura 20.
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Figura 20. Didmetro das col6nias da linhagem 26380 de Fusarium sp. em teste de inibicdo por
metabdlitos volateis liberados pelos isolados de Trichoderma sp. em rela¢do ao controle

* Médias seguidas da mesma letra para cada tempo avaliado ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p< 0,05).

Foi observado, porém, que no tratamento com o isolado T8 de Trichoderma sp. houve uma
inibicdo da esporulacdo das coldnias dos isolados de Fusarium sp., sendo observada esporulagdo

nas coldnias ndo confrontadas do controle (Figura 21).

Figura 21. Comparativo entre coldnias da linhagem 26380, grupo controle (A), e na presenca de
metabolitos volateis liberados pelo isolado T8 de Trichoderma sp. (B).
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Para a linhagem 34970 houve inibicdo significativa de crescimento quando em conjunto
com cada um dos 3 isolados de Trichoderma sp. em relacdo ao controle ap6s 120 horas de teste
(Figura 22) . O diametro médio do crescimento pareado com o isolado T17 de Trichoderma sp.

alcangou 3,5 cm em comparagdo com 4,9 cm do controle (Figura 23).
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Figura 22. Didmetro das col6nias da linhagem 34970 de Fusarium sp.em teste de inibigdo por
metabdlitos volateis liberados pelos isolados de Trichoderma sp. em relacdo ao controle.

* Médias seguidas da mesma letra para cada tempo avaliado ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Figura 23. Coldnias da linhagem 34970 em teste de metabdlitos volateis liberados pelo isolado T17
de Trichoderma sp. (A). Ao centro linhagem testada (B) e controle (C).

Pode ser esperada uma variabilidade na capacidade de antagonismo das espécies e mesmo

dos isolados antagonistas dentro do género Trichoderma, e da mesma forma para a capacidade de
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resisténcia dos isolados de Fusarium sp., ja que essas caracteristicas sdo complexas e
determinadas por varios genes ou conjuntos de genes, tanto no antagonista como no patégeno.

Na Figura 24, podem ser observados os dados obtidos em relagdo ao crescimento da
linhagem OSU 451 de Fol na presenca dos isolados de Trichoderma sp. que demonstram
auséncia de efeito sobre o desenvolvimento da patdgeno alvo, por quaisquer um dos isolados de

Trichoderma sp. avaliados.
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Figura 24. Diametro das colénias da linhagem OSU 451 de Fusarium sp. em teste de inibicdo por
metabolitos volateis liberados pelos isolados de Trichoderma sp. em relagdo ao controle.

* Médias seguidas da mesma letra para cada tempo avaliado néo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p< 0,05).

Na figura 25 pode-se observar que ndo houve diferenca estatistica de crescimento do

isolado MM 66 de Fol contra nenhum dos isolados de Trichoderma sp. em ambas as avaliagdes

realizadas.
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Figura 25. Diametro das colénias da linhagem MM 66 de Fusarium sp. em teste de inibicdo por
metabdlitos volateis liberados pelos isolados de Trichoderma sp. em relagdo ao controle.
* Médias seguidas da mesma letra para cada tempo avaliado ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p< 0,05).

Os dados apresentados na Figura 26 demonstram que o isolado 1205/2 de Fusarium sp. ndo
sofreu inibigcdo por nenhum dos isolados de Trichoderma sp. desafiados, durante todo o tempo do
experimento.

Em trabalho de Kicik & Kivang (2003), foram testados metabdlitos volateis e nédo
volateis de linhagens de T. harzianum contra diversos fungos fitopatogénicos, sendo entdo
observado que os isolados de Fusarium spp. apresentaram maior resisténcia, em relacdo aos
outros fungos como Rhizoctonia sp. e Sclerotium sp. A variabilidade das respostas obtidas nas
avaliacbes da inibicdo provocada por competicdo e producdo de metabolitos volateis entre os
isolados no presente trabalho reforgam os resultados obtidos pelos autores, uma vez que foram
avaliadas trés racas de Fusarium sp. contra dez isolados de Trichoderma sp., que também

apresentaram comportamento varidvel em relagcdo aos isolados de Fusarium sp.
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Figura 26. Didmetro da coldnia do isolado 1205/2 de Fusarium sp. em teste de inibi¢cdo por
metabolitos volateis liberados pelos isolados de Trichoderma sp. em relagéo ao grupo controle.

* Médias seguidas da mesma letra para cada avaliacdo ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<
0,05).

A baixa capacidade inibitoria apresentada por isolados de Trichoderma sp. através da
produgdo de metabdlitos volateis ndo necessariamente indica a falta de possibilidade de sua
aplicacdo para controle de doencas in vivo. VAarios outros mecanismos como a competi¢do por
ferro (Segarra et al. 2009) e nutrientes, producdo de sideréforos, colonizacdo da rizosfera da
planta (Benitez et al. 2004) e inducdo de resisténcia (Woo et al. 2006) ja foram descritos na
literatura como fatores chave no combate de agentes causadores de doencas de plantas. Além
disso, autores como Bélanger et al. (1995) reportam como sendo as mais promissoras linhagens
de Trichoderma sp. para serem aplicadas no controle biol6gico de doencas de plantas aquelas
produtoras de metabolitos ndo volateis.

A capacidade de biococontrole de doencas de plantas por parte de Trichoderma sp. nédo se
restringe, no entanto, aos métodos avaliados neste trabalho. A atuagdo coordenada de varios
mecanismos a0 mesmo tempo faz com que seja muito dificil o surgimento de linhagens
fitopatogénicas resistentes ao seu controle e podem garantir sua eficiéncia no controle de doencas

a campo. Desta maneira, mesmo que um mecanismo de controle seja predominante para um
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isolado, isso ndo exclui a possibilidade que um ou mais dos outros mecanismos possam
representar um papel importante no comportamento antagonista de um determinado isolado de

Trichoderma sp.

4.4 Controle Biologico

Decorridos 45 dias apds o plantio das plantulas de tomateiro em substrato tratado com
Trichoderma sp. e contaminado com os isolados de Fusarium sp., foi possivel observar sintomas
de doenca nas plantas dos tratamentos com substrato infestado pelos isolados TO 245 e 1205/2 de
Fol, como pode ser observado na Figura 27. As plantas doentes apresentaram sintomas de
murcha em diferentes graus da escala de severidade, além de folhas amareladas ou necrosadas
com decorrente murcha em alguns casos.

Na avaliagdo do controle biol6gico do isolado TO 245 de Fusarium sp., as plantulas
tratadas com os isolados T6 e T17 de Trichoderma sp. apresentaram menor grau de severidade de
doenga, com notas iguais a 1,25 e 0,50 respectivamente, em comparagdo a 1,87 do tratamento

controle sem Trichoderma sp., de acordo com a escala de Vakalounakis et al. (2004) (Tabela 7).

Figura 27. Testes de controle biolégico A- Planta de tomateiro apresentando sinais de morte por
fusariose no tratamento contendo somente o isolado TO 245 de Fol. B- planta saudavel com o isolado
T17 de Trichoderma sp.em substrato contendo o isolado TO 245 de Fol.
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Nas plantas tratadas com o isolado 1205/2 de Fusarium sp., 0s sintomas observados foram
menos severos (Tabela 7). Os tratamentos com os isolados T6 e T17 alcangaram notas iguais a
0,50 e 0,38 respectivamente, de acordo com a escala de severidade, em comparacdo a 0,50 do

tratamento controle sem a presenca de Trichoderma sp.

Tabela 7: indice de severidade de doenca em teste de controle bioldgico dos isolados TO 245 e
1205/2 de Fusarium sp. pelos isolados T6 e T17 de Trichoderma sp. de acordo com a escala de
Vakalounakis et al. (2004): (0) - auséncia de sintomas; (1) - murcha leve ou moderada, descoloragdo
vascular leve do caule; (2) - murcha e descoloragdo vascular severas; (3) - planta morta;.

Isolados de Fusarium Isolados de Trichoderma
T6 T17 Controle

TO 245 1,25 0,5 1,87

1205/2 0,5 0,375 0,5

Estes resultados corroboram com os de Luongo et al. (2005), em que foi analisada a
capacidade de colonizagdo por Fusarium sp. em trigo e milho, quando na presenca de
antagonistas como Trichoderma sp. com redugfes moderada e significativa da doenca.

Outro trabalho com resultados similares, em que foi avaliada a eficacia de reducdo da
fusariose em tomateiro (Larkin& Fravel 1998) utilizou isolados de T. hamatum apresentando
diminuicdo de incidéncia da doenca em até 64%. Além desses hospedeiros, Trichoderma sp. ja
foi reportado parasitando esclerdcios de Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) e reduzindo incidéncia
dessa doenca em tomateiro em até 88% (Abdullah et al. 2008)

O controle da fusariose por organismos antagonistas envolve mecanismos que restringem
o0 crescimento e extensdo da colonizagdo do patdgeno, seja de maneira fisica através da criacdo de

barreiras, ou pela inducéo na planta para a produgéo de fitoalexinas (De Cal et al. 2000).



57

Nas plantas que apresentaram sinais de doenca foi possivel observar a obstrucdo dos
vasos do caule, como confirmagédo da morte por fusariose, em comparacédo as plantas tratadas e

sem sintomas de doenga com os vasos desobstruidos (Figura 28).

| B i
Figura 28. Corte transversal de caule de planta de tomateiro apresentando entupimento dos vasos (A)
em destaque, e corte de planta de tomateiro saudavel, sem entupimento dos vasos (B).

O controle biolégico pode ser uma alternativa eficiente ao emprego de cultivares
resistentes as racas de Fol, ja que este método além de exercer constante pressdo de sele¢do por
novas ragas é oneroso para 0s pequenos produtores rurais ja que as sementes de tomateiro que sao
resistentes as racas deste patdgeno sao mais caras.

O tratamento biolégico com espécies de Trichoderma sp. pode estimular o
desenvolvimento de plantas, porém nas condi¢bes deste trabalho este resultado ndo foi
observado. A altura das plantas tratadas com Trichoderma sp. ndo apresentou diferenca
significativa para ambos os tratamentos (Figura 29). De forma semelhante, Ethur et al. (2008),
ndo encontraram diferencas nos tratamentos realizados com T. harzianum no substrato e sementes

de tomateiro em relacdo ao desenvolvimento e vigor das mudas.
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Figura 29. Altura das plantas de tomateiro em teste de controle bioldgico tratadas com os isolados
T6 e T17 de Trichoderma sp., em relacdo ao tratamento controle contendo somente os isolados de
Fol 1205/2 e TO 245.

O comprimento das raizes das plantas de tomateiro também nédo apresentou diferenca

significativa significativa em relagdo ao tratamento controle ndo tratado com Trichoderma sp.

(Figura 30).
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Figura 30. Comprimento das raizes de plantas de tomateiro em teste de controle biol6gico tratadas
com os isolados T6 e T17 de Trichoderma sp., em relagdo ao tratamento controle contendo somente
os isolados de Fol 1205/2 e TO 245.

O peso seco da parte aérea das plantas de tomateiro tratadas com os isolados T6 e T17 de
Trichoderma sp. apresentou valores de 0,044g e 0,039g respectivamente, em relacdo a 0,031g do

controle (Figura 31). Para o substrato inoculado com o isolado TO 245 e os isolados de
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Trichoderma sp. ndo foram encontradas diferencas significativas em nenhum dos tratamentos e

em relacédo ao tratamento controle.
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Figura 31. Peso seco da parte aérea das plantas de tomateiro em teste de controle bioldgico tratadas
com os isolados T6 e T17 de Trichoderma sp., em relagéo ao tratamento controle contendo somente
os isolados de Fol 1205/2 e TO 245.

O peso seco das raizes ndo apresentaram diferenca estatistica em nenhum dos tratamentos
realizados para nenhum dos substratos inoculados com isolados de Fol (Figura 32). Da mesma
forma, utilizando metodologia de inoculacdo de antagonistas para controle da fusariose do
tomateiro, Gonzélez et al. (2004) ndo obtiveram resultados que diferiram do tratamento controle
em teste utilizando somente Trichoderma sp. Os melhores resultados foram obtidos quando
combinando este com processo quimico de tratamento do solo.

Resultados diferentes foram encontrados por Avendafo et al. (2006) que evidenciaram
um aumento importante no volume da raiz e no namero de radiculas de feijoeiro, quando tratadas
com Trichoderma sp. em conjunto com Pseudomonas fluorescens. A aplicacdo de agentes de
controle biolégico combinados é outra possibilidade a ser considerada, ja& que ao atuarem com

mecanismos diferentes de biocontrole, estes podem garantir uma maior eficiéncia a campo.
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Figura 32. Peso seco das raizes de plantas de tomateiro em teste de controle bioldgico tratadas com
os isolados T6 e T17 de Trichoderma sp., em relagéo ao tratamento controle contendo somente 0s
isolados de Fol 1205/2 e TO 245.

A aplicacdo de isolados de Trichoderma sp. em Manejo Integrado é uma das
possibilidades a serem consideradas no biocontrole de doencas, sendo uma alternativa viavel para
reducdo da utilizacdo de fungicidas e reguladores de crescimento, o que além de diminuir o
impacto ambiental decorrente desta forma de controle ainda podem vir a diminuir os custos de

producéo.

4.5 Grupos de Compatibilidade Vegetativa

A geracdo e selecdo de mutantes capazes de utilizar clorato e ndo utilizadores de nitrato
mostrou geracao de setores de crescimento mais rapido para todos os isolados de Fol.

Na Figura 33 pode ser observado o desenvolvimento da linhagem Fusarium 23 com o0s

setores em meio BDC.
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Figura 33. Coldnias do isolado Fusarium 23 crescidas em meio BDC. Em destaque, setores de
crescimento rapido.

Dentre os setores repicados em meio minimo contendo nitrato como Unica fonte de
nitrogénio muitas coldnias apresentavam crescimento semelhante ao parental, indicando uma
possivel reversdo ocorrida em um dos genes responsaveis pelos fenoétipos mutantes. A Figura 34
apresenta 0s mutantes com o micélio extremamente ralo em comparacdo ao parental de

crescimento regular com micélio denso.

Figura 34. Col6nias dos isolados TO 11 (A) e 34970 (B) crescidas em meio MM. Em destaque, setores
de crescimento similar ao parental. Marcados com a letra M, col6nias mutantes.
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Ap0ds, as colbnias que apresentaram crescimento com micélio ralo, oriundas do mesmo
parental, foram consideradas mutantes sendo repicadas em meio MM para verificacdo de

heterocariose entre estas (Figura 35).

Figura 35. Heterocario de mutantes da linhagem 26380.

Apls a geracdo e selecdo de mutantes nitl e NitM em meio contendo nitrito e
hipoxantina, estes foram pareados em todas as combinacdes possiveis com mutantes referentes as
linhagens padrédo de cada um dos 4 GCVs de Fol.

Os resultados de formacdo de heterocario com as linhagens padrdo foram positivos em
relacdo aos mutantes pertencentes a linhagem padrdo 34970 correspondente ao GCV 0030, para

0s mutantes referentes aos isolados Fusarium 23 e 27, TO 11 e 245 e 1205/2 (Tabela 8).

Tabela 8. Raca e grupo de compatibilidade vegetativa dos isolados de Fol.

Isolado Raca VCG
1205/2 2 0030
Fusarium 23° 2 0030
Fusarium 27° 1 0030
TO 11°° 2 0030
TO 245°° 2 0030

° Cedidos pelo Dr. Ailton Reis da Embrapa Hortaligas. °° Cedidos pelo Dr. Rdmulo Kobori da
Empresa Sakata Seeds através do Dr. Wagner Bettiol da Embrapa Meio Ambiente.
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Uma das possibilidades de ligacdo existentes para Fol é a de que isolados pertencentes ao
GCV 0030 estdo associados ao tomateiro por um periodo de tempo bastante longo. Uma das
evidéncias da relacdo entre este grupo e seu hospedeiro se deve ao fato de que todas as racas
estdo presentes no mesmo, um indicativo de adaptacdo da populagdo flngica as mudangas no
espectro de resisténcia do hospedeiro (Gale et al. 2003).

A obtencdo de isolados de diferentes localidades em um mesmo GCV indica que esta
populacdo geneticamente homogénea esté dispersa entre regides geograficamente diferentes. Este
tipo de resultado pode indicar uma similaridade genética entre isolados e uma provavel origem a
partir de um ancestral em comum. Alguns estudos indicam que isolados pertencentes a0 mesmo
GCV comumente possuem haplotipos multilocus idénticos e pertencem a mesma linhagem clonal
(Kistler et al. 1998). A ocorréncia de um GCV em mais de uma regido pode ser explicada por
uma distribuicdo inicial ampla a partir de uma origem geografica comum através de sementes,
mudas, aparelhos contaminados e atividades humanas (Ahn et al. 1998).

Uma hipoOtese comumente aceita que explica a presenca de isolados pertencentes a racas
diferentes em um mesmo GCV em F. oxysporum f. sp. lycopersici, como observado para 0s
isolados Fusarium 23 e 27 de ragas 2 e 1 respectivamente, se baseia na derivacao da raca 2 pela
raca 1, e da raca 3 pela raca 2, explicando a presenca das 3 racas no GCV 0030 por exemplo
(Kawabe et al. 2005). A diversidade de racas dentro de um mesmo GCV, como observado no
presente trabalho implica que novas racas podem surgir independentemente em diferentes
localidades assim como em um centro de origem, seguido de dispersdo a longas distancias. Essa
hipdtese, porém, permanece especulativa, pois existe ainda pouco conhecimento a respeito da
estabilidade dos loci vic e de viruléncia nas formas patogéncias de F. oxysporum (Elias &

Schneider, 1991).
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O limitado namero de isolados utilizados neste trabalho impede uma conclusao definitiva
com relagdo a importancia da formacéo de heterocariose na influéncia da diversidade genética e
do fluxo génico em F. oxysporum f. sp. lycopersici no Brasil. Existe, portanto, uma necessidade
de estudos adicionais incluindo isolados de raca 3 e de diferentes partes do pais para uma maior

abrangéncia do estudo.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

- Os isolados 589, 859, 921, 921/2 e 1205/1 de Fusarium sp. ndo se mostraram patogénicos a
nenhuma das cultivares diferenciadoras de tomateiro utilizadas.

- Nenhum dos isolados testados de Fusarium sp. apresentou patogenicidade em cultivar resistente
asracas le 2, eraca 3.

- Nos testes de confronto direto, os menores valores obtidos na avaliacdo de acordo com a escala
de Bell et al. foram obtidos com os isolados T3, T8 e T17 de Trichoderma sp., com sobreposicéo
da col6nia de pelo menos seis dos nove isolados de Fol confrontados.

- A linhagem 34970 de Fol foi pouco inibida pelos isolados de Trichoderma spp., e o isolado TO
11 foi o0 que teve o crescimento mais inibido. Os isolados T1 e T3 de Trichoderma sp.
apresentaram as maiores médias gerais em relacdo a capacidade de inibicéo.

- Trés dos isolados de Fol foram inibidos pelos metabdlitos volateis produzidos pelos isolados
T3, T8 e T17 de Trichoderma sp.

- Os resultados de controle bioldgico com os isolados T6 e T17 de Trichoderma sp. em plantas de
tomateiro crescidas em substrato infestado com os isolados TO 245 e 1205/2 de Fol apresentaram
menor severidade de doenca em ambos 0S casos.

- Foi observada diferenca estatistica para em relacdo ao peso seco da parte aérea quando tratado
com a suspensdo do isolado T17 de Trichoderma sp., sem observacéo de diferenca estatistica nos
demais tratamentos e testes.

- Todos os isolados de Fol foram agrupados no VCG 0030, indicando uma possivel similaridade

genética entre estes.
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PERSPECTIVAS

Como perspectivas para a continuidade de pesquisas em relacdo aos dados obtidos neste trabalho
sugerem-se as seguintes:

1. Sequenciar a regido ITS de rDNA dos isolados de Fol, com o fim de estabelecer relagdes
de similaridade entre os isolados e complementar os resultados obtidos nos testes de
compatibilidade vegetativa.

2. ldentificar até o nivel de espécie os isolados de Trichoderma sp., por meio de técnicas de
biologia molecular.

3. Realizar testes em campo para observacdo dos efeitos protetores do isolado T17 de
Trichoderma sp., em cultura de tomateiro.

4. Estabelecer o possivel foco de origem ou surgimento da raca 3 no pais, por meio da
analise dos grupos de compatibilidade vegetativa de isolados pertencentes.

5. Estabelecer os grupos de compatibilidade vegetativa de outras formae speciales de F.
oxysporum pertencentes a colecdo do Laboratorio de Controle Bioldgico de Doengas de

Plantas da Universidade de Caxias do Sul.
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