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RESUMO

O tomate (Solanum lycopersicum), amplamente cultivado em regifes brasileiras,
ocupa lugar de destaque na mesa do consumidor por ser rico em nutrientes e
componentes bioativos. No entanto, a cultura é afetada por diversos problemas
fitossanitarios que acarretam reducédo de produtividade. Uma doencga que se destaca
nesse contexto € a murcha de fusario, que tem como agente etioldgico trés racas do
fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL), de ocorréncia generalizada em
guase todas as regides produtoras de tomate. Dessa forma, o controle fitopatogénico
a base de pesticidas biolégicos se torna uma relevante alternativa para diminuir os
riscos a saude humana. Logo, o objetivo do presente trabalho foi determinar o
potencial de antibiose do isolado Trichoderma spp. sob o fitopatdogeno isolado
Fusarium oxysporum in vitro e avaliar in vivo a capacidade de promocédo de
crescimento de mudas de tomate infectadas com o fitopatdgeno sob diferentes
concentracbes de conidios do antagonista. Sendo assim, realizou-se dois
experimentos, um in vitro e outro em in vivo. Os ensaios in vitro foram realizados em
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), onde realizou-se 3 tratamentos com 7
repeticdes, onde os tratamentos 1 e 2 foram as testemunhas positiva e negativa, e o
tratamento 3 foi 0 de pareamento de culturas. Ja os experimentos em casa de
vegetacao (in vivo) foram realizados em Delineamento em Blocos Casualizados
(DBC), contendo 6 blocos e 5 tratamentos, totalizando 30 parcelas, sendo que, cada
parcela apresentava 4 plantas, nas quais se analisaram as seguintes variaveis: altura
de planta (H), diametro do caule (DC), numero de folhas (NF), comprimento radicular
(CR), massa fresca total (MFT), massa seca total (MST) e incidéncia da doenca (IC).
Os resultados obtidos para o teste in vitro mostraram que o isolado proveniente de
solo de area cultivavel Trichoderma spp. possui grande potencial de inibicdo de
Fusarium oxysporum em cultivo pareado. Ademais, os dados referentes ao teste em
mudas de tomate, mostraram que isolados a base de Trichoderma podem além de
promover o crescimento de alguns parametros agrondémicos, induzir resisténcia a
problemas gerados pela murcha de fusariose.

Palavras-chave: Tomate; Fusarium oxysporum; Trichoderma spp.; controle biologico.



ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum), widely cultivated in Brazilian regions, occupies a
prominent place on the consumer's table for being rich in nutrients and bioactive
components. However, the crop is affected by several phytosanitary problems that lead
to reduced productivity. A disease that stands out in this context is Fusarium wilt, which
has three races of the fungus Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL), which is
widespread in almost all tomato producing regions. Thus, phytopathogenic control
based on biological pesticides becomes a relevant alternative to reduce risks to human
health. Therefore, the objective of the present work was to determine the antibiosis
potential of isolated Trichoderma spp. under the phytopathogen isolated Fusarium
oxysporum in vitro and to evaluate in vivo the ability of tomato seedlings infected with
the phytopathogen to promote growth under different concentrations of antagonist
conidia. Therefore, two experiments were carried out, one in vitro and the other in vivo.
The in vitro assays were carried out in a Completely Random Design (DIC), where 3
treatments were performed with 7 repetitions, where treatments 1 and 2 were the
positive and negative controls, and treatment 3 was the culture pairing. The
experiments in a greenhouse (in vivo) were carried out in a Random Block Design
(DBC), containing 6 blocks and 5 treatments, totaling 30 plots, and each plot had 4
plants, in which the following variables were analyzed: plant height (H), stem diameter
(DC), number of leaves (NF), root length (CR), total fresh mass (MFT), total dry mass
(MST) and disease incidence (Cl). The results obtained for the in vitro test showed that
the isolate from soil in a cultivable area Trichoderma spp. it has great potential to inhibit
Fusarium oxysporum in paired culture. Furthermore, the data referring to the test on
tomato seedlings showed that isolates based on Trichoderma can, in addition to
promoting the growth of some agronomic parameters, induce resistance to the
problems generated by fusariosis wilt.

Keywords: Tomato; Fusarium oxysporum; Trichoderma spp.; biological control.
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1 INTRODUCAO

A familia Solanaceae é classificada como uma cultura de ampla relevancia
na agricultura, uma vez que sédo encontradas nas mais variadas classes que
produzem alimentos, plantas de propriedades medicinais e plantas daninhas.
Obtendo presente cerca de 96 géneros e 2300 espécies (MINAMI; MELLO, 2017).

A cultura do tomate (Solanum lycopersicum), € intensamente produzido em
regioes brasileiras, preenche um lugar de destaque nas refeicdes do consumidor por
ser excelente fonte de nutrientes. Devido aos teores de enriquecidos de compostos
bioativos como o [B-caroteno e licopeno, é considerado um importante alimento
funcional de amplo valor na prevencéo de doencas (UPADHYAYA et al., 2017).

No ano de 2016, a produgdo mundial foi superior a 177 milhdes de toneladas,
em uma area de aproximadamente 4,8 milhées de hectares e produtividade média
em torno de 37 t ha-1. Um levantamento entre os anos de 1996 a 2016 aponta
desenvolvimento e crescimento mundial de 91,02% da producao, 40,62% da area
plantada e 35,86% na produtividade do tomateiro (FAOSTAT, 2017).

O tomateiro € amplamente cultivado, mas € comprometido por mdultiplas
dificuldades fitossanitarias que ocasionam diminui¢do de produtividade, da qualidade
do produto e restringem o cultivo em algumas regifes. Para a maioria dessas
doencas ndo ha parametros eficazes de manejo. Sendo a murcha de fusario, uma
doenca que possui destaque nesse contexto, na qual possui como agente etiolégico
trés racas do fungo F. oxysporum f. sp. lycopersici (FOL), que ocorre de forma
generalizada em quase todas as regifes produtoras de tomate, compreendendo as
regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste brasileiras (ROSA et al., 2022). E
uma doenca classificada como radicular, que se intensifica em temperaturas altas,
solos arenosos e solos acidos. O patdégeno possui capacidade de disseminar a curtas
extensdes através de mudas contaminadas, de implementos agricolas e da agua de
irrigacédo. Entretanto, a forma mais competente de disseminagcdo a extensas
extensdes é a transmisséo por sementes contaminadas (REIS; LOPES, 2012).

De acordo com Hoffmann et al., (2015), o uso de controle biolégico vem
sendo extremamente utilizado no manejo integrado das doencas do tomateiro
exibindo consequéncias cientificas competentes. Dessa forma, entende-se que a
sociedade esta cada vez mais interessada em uma agricultura que possa melhorar

a qualidade de vida dos consumidores, assegurando que haja alimentos com as
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propriedades apropriadas a saude humana, totalmente livre de escorias de natureza
quimica, biologica ou fisica, ou de qualquer outra substancia que possa gerar
problemas a saude da populacdo e que ndo seja ambientalmente sustentavel.

No que se refere ao controle biolégico, os fungos do género Trichoderma séo
simbdlicos do solo e nas raizes das plantas. Sdo saproéfitos e empregados como
agentes de controle biolégico e elaboradores de uma linha de enzimas para uso
industrial. O uso inapropriado de agrotdxicos expande as taxas de doencas
relacionadas a restos de produtos quimicos deglutidos pelo ser humano, o controle
fitopatogénico baseado em pesticidas biolégicos se torna uma proeminente opcao
para reduzir os riscos para a saude humana (HOFFMANN et al., 2015).

Logo, o objetivo do presente trabalho foi determinar o potencial de antibiose
do isolado Trichoderma spp. sob o fitopatégeno isolado F. oxysporum in vitro e
avaliar in vivo a capacidade promocdo de crescimento de mudas de tomate
infectadas com o fitopatdbgeno sob diferentes concentracbes de conidios do

antagonista.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Cultura do tomateiro

Conforme os estudos de Armijos Jaramillo et al., (2007), o tomateiro € uma
planta caracterizada como dicotiledénea, da familia Solanaceae e género
Lycopersicon. Estando presente taxonomicamente no Reino Vegetal nas seguintes
caracteristicas (ARMIJOS JARAMILLO et al., 2007):

e Reino Plantae;

e Sub-reino Tracheibionta;

¢ Divisdo Magnoliophyta;

e Classe Magnoliopsida;

e Subclasse Asteridae;

e Ordem Solanales;

e Familia Solanaceae;

e Género Lycopersicon (Solanum);

e Espécie Lycopersicon esculentum (Solanum Lycopersicum).

O fruto do tomateiro é distinto com uma baga bastante carnosa alterando da
cor vermelha ao amarelo, sendo encontrado frutos de multiplas dimensdes, de 1,5
cm a 10 cm de diametro, como ilustrado na figura 1. J& os tomates cereja sdo
pequenos em relacdo aos tomates de mesa, onde eles possuem superficie lisa ou
aspera. Exibem-se em contorno globoso, podendo ser em formatos de ameixa ou
péra. Proporciona cerca 90% de 4gua em seus frutos, com pequeno teor de gorduras
e proteinas, com cerca de 3% de carboidratos, minerais, vitaminas C, E, complexo B
e caroteno (MINAMI; MELLO, 2017). Esses fatores também chamam bastante

atencdo dos consumidores, uma vez que buscam cada vez mais frutos saudaveis.
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Figura 1. Fruto do tomateiro.

Fonte: RIBEIRO, V. Tipos de tomate. Disponivel em: https://cozinhadave.com/tipos-de-tomate/.
Acesso: 12 de fevereiro de 2023.

O local de origem do tomateiro, fica limitado ao Centro Sul-Americano (Peru
— Equador — Bolivia), sendo mais precisamente localizado na regido norte do Chile,
Equador e litoral do Pacifico, com cerca de uma altitude de 2000 metros nos Andes,
e provavelmente nas llhas de Galapagos e no Oceano Pacifico (MINAMI; MELLO,
2017).

Estudos corroboram que foi da espécie cultivada Solanum lycopersicum que
se deu a genealogia a espécie silvestre andina Solanum cerasiforme, os quais
produzem frutos do tipo cereja (PEREIRA et al., 2008). Em meados do século de XIX
0s imigrantes italianos primarios trouxeram ao Brasil, o costume de comer tomate, e
de utilizd-los como temperos. Por volta do inicio do século XX j4 acontecia a
importacdo de extrato de tomate oriundos da Italia e Argentina ao Brasil (MINAMI;
MELLO, 2017).

Na metade de 1916 acontece a fundacdo da companhia Carlos de Brito, que
entdo designaram a marca peixe, sendo a pioneira em produzir extratos de tomate
no ano de 1920. Os elementares pequenos cultivos de tomate no Brasil foram nas
cidades de S&o Paulo e Rio de Janeiro (RUSSIANO, 2020). O que
consequentemente ja deu inicio a grandes cultivos de tomateiro.

Uma das razdes que necessitam ser consideradas no que se refere ao
processo de germinagdo do tomate é a luz. Sementes de tomate brotam melhor em
locais com deficiéncia de luz. A capacidade germinativa da semente de tomate
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persiste de 3 a 4 anos podendo alterar em até 10 - 12 anos se bem guardadas
(MINAMI; MELLO, 2017).

Sobre o tamanho ideal da semente para se alcancar uma excelente
germinacdo, desenvolvimento do fruto, assim como a produgdo, opta-se por
sementes pequenas, visto que possuem a competéncia de germinar em tempo mais
reduzido, enquanto sementes de porte maximo demandam maior tempo para
germinarem, possuindo uma relagéo negativa entre a dimenséo das sementes a sua
germinagdo (MINAMI; MELLO, 2017).

2.2 Murcha de Fusarium em tomateiro

O F. oxysporum é um fungo deuteromiceto com a capacidade de produzir
macroconideos hialinos, alantoides, com a presenca de 2 a 4 septos, de paredes
finas com microconideos hialinos com uma ou duas células, como mostrado na figura
2.

Figura 2. Estruturas morfolégicas reprodutivas de F. oxysporum.

Fonte: Lombard et al., (2018).

Possui também capacidade de producdo de clamidésporos com parede
plana e espessa, que podem perdurar ao solo por mais de 10 anos. A infiltracédo do
fungo acontece nas raizes através dos pelos absorvedores ou lesbes, assim
invadindo o sistema vascular das plantas, atingindo também os frutos e as sementes
(KIMATI et al., 1997).

A forma de dispersao acontece pela agua, implementos agricolas, sementes,
mudas e vento que conduz este patdogeno de um local para outro, 0 que
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consequentemente o leva a contaminar multiplos locais. Comeca acontecer o
adensamento e concomitantemente os sintomas passam a ficar mais sérios quando
a planta se desenvolve em local com presenca insuficiente de célcio e agua
(ZAMBOLIM et al., 2000).

Quando acontece a falta de hospedeiro, este pode permanecer no solo ou
nos restos culturais em forma de clamidosporos, onde nesta forma o fungo pode
permanecer por um periodo acima de cinco anos, o que ja e preocupante, e devido
a isso deve se estar bastante atento com o tipo de cultura, a fim de prevenir o ataque
deste. A temperatura ideal para que possa ocorrer 0 ataque do fungo varia em torno
de 21 a 33 °C, sendo 28 °C dado como uma excelente temperatura (ZAMBOLIM et
al., 2000). Em qualquer que seja a estagio de desenvolvimento da planta pode
desenvolver a doenca, contudo € mais comumente encontrado no momento de
introducéo floral e frutificacao.

Os eventos conexos a colonizacdo do sistema radicular do tomateiro por
Fusarium séo: primeiro se da por o contato entre patdgeno e hospedeiro que advém
na regiao radicular, acompanhado pela propagacéo das fissuras no decorrer das
juncdes das células epidérmicas onde ndo existe locais particulares de penetracéo
ou estruturas de contaminacdo. Ao longo deste procedimento o patégeno secreta
distintas proteinas que podem ser reconhecidas ou ndo pela planta hospedeira

provocando intercaAmbios incombinaveis ou combinados (KIMATI et al., 2005).

2.2.1 Sintomatologia

O patdégeno possui uma capacidade de contaminar as plantas em diferentes
fases de desenvolvimento, desde plantulas e mudas até as plantas ja desenvolvidas.
No que se refere as mudas, os sintomas exteriores sdo marcados com a epinastia
das folhas mais velhas, murchamento e por fim a morte. No campo, o contagio pode
acontecer em qualquer fase, apesar disso o aparecimento dos sintomas se torna
mais manifesto no comeco da fase de maturidade dos frutos, com amarelecimento
das folhas inferiores que aos poucos estiolam e morrem, o que também se torna uma
forma facil de identificar o ataque (MCGOVERN, 2015).

Diversos sintomas pertinentes sdo a manifestagdo casual de raizes
adventicias, estiolamento de folhas e hastes jovens, desfolha e necrose marginal das
folhas restantes. Nos frutos, em menor constancia, podem ser contaminados

procedendo em decomposicdo e queda, sem exibir manchas (AGRIOS, 2005). A
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melhor maneira de visualizacdo e reconhecimento da contaminac&o por murcha-de-
fusario pode ser realizada por meio do corte transversal do caule do tomateiro, onde
se nota uma coloragdo marrom intensa na regiéo do xilema.

O estiolamento e morte das plantas € motivada pela conciliacdo de dois
fatores: desenvolvimento do fungo no sistema vascular (abrangendo producao de
toxinas) e pela producdo de mecanismos de defesa da planta hospedeira, as tiloses,
que dificultam o transporte de 4gua e nutrientes nos vasos do xilema (GONZALEZ-
CENDALES et al., 2016). Com a consequente morte da planta, o fungo continua
invadindo os restos culturais onde desenvolve os clamidésporos. Estes podem ser
conduzidos para diferentes areas por meio de sementes, solo, a4gua, material
corrompido e maquinério agricola (AJILOGBA; BABALOZA, 2013).

Os coeficientes ambientais que mais interferem o processo de contaminagao
e colonizacao pelo patdégeno e a resisténcia das plantas estdo conexos a elementos
de nutricdo, temperatura (MICHEREFF et al., 2005) e umidade. O acontecimento do
processo de infeccdo € beneficiado por temperaturas entre 21°C e 33°C, com
excelente desenvolvimento a 28°C. Condi¢cbes como baixo pH do solo e utilizacdo
de fertilizantes a base de aménio também colaboram para o acréscimo da rigidez da
doenca (MCGOVERN, 2015).

2.2.2 ldentificacédo de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Sobre o fungo, é pertencente ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes,
ordem Hypocreales, familia Nectriaceae e género Fusarium. A espécie Fusarium
oxysporum possui capacidade de causar infeccdo vascular e murchas em diversas
espécies hospedeiras. Contudo, dentro da espécie fangica ha uma elevada
especializacdo a nivel de espécies hospedeira, distintos como formae speciales
(abreviado f. sp.). As distintas formae speciales de F. oxysporum sao
morfologicamente bastante analogas e nédo distinguiveis exceto a nivel molecular e
pela viruléncia a superficie de espécie hospedeira (SOUZA et al., 2010). A distribuicéo
das racas é concretizada baseado em um contiguo de cultivares diferenciadoras,
portadoras de genes particulares de resisténcia.

Na cultura do tomate sdo descritas duas maneiras especializadas de F.
oxysporum: F. oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) ocasionador da murcha-de-fusario e
F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL) que causa podriddo de raiz e coroa,

ainda nao descrito no Brasil. FORL esta na lista de pragas quarentenarias (Al) do
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MAPA (MAPA, 2014). Estes dois patdégenos sao distinguieis pelo tipo de sintoma que
ocasionam, pelas condicbes de ambiente mais favoravel a contaminacdo e por
métodos moleculares (BOIX-RUIZ et al., 2015).

2.3 Métodos de controle

No que diz respeito aos nutrientes, estes possuem capacidade de induzir
determinada tolerancia ou resisténcia na planta hospedeira, podem diminuir ou
desenvolver a rigidez de doencas, além de afetar o ambiente beneficiando ou
desfavorecendo o patdgeno e até mesmo a propria planta. O bom emprego de
nitrogénio na forma de nitrato pode diminuir a infec¢céo por FOL por provocar um pH
neutro a alcalino, enquanto o aproveitamento de nitrogénio na forma de aménia
beneficia o contagio por provocar pH acido. Nutrientes como K, Ca, Mg, S, Mn e B
amortecem a suscetibilidade a Fusarium (CARVALHO, 2003). A presenca de
nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) no solo e capinas sdo razbes que
também podem colaborar para uma maior rigidez da doenca por acarretarem feridas
nas raizes e promover a entrada do patégeno (AJILOGBA; BABALOLA, 2013).

Multiplos procedimentos sao utilizados para o controle da murcha-de-fusario,
sendo preventivos, ou seja, em locais com a falta do patbégeno como sanitizacéo de
implementos e maquinario e uso de sementes saudaveis (AJILOGBA e BABALOLA,
2013); controle quimico (AMINI, 2009); biocontrole (ROCHA et al., 2017); uso de
variedades resistentes (REIS; LOPES, 2012); préaticas culturais como irrigacao,
calagem, uso de matéria organica, adubacdo adequada (CARVALHO, 2003) e
rotacdo de culturas (AJILOGBA; BABALOLA, 2013). Em meio a estas, 0 uso de
cultivares resistentes, controle biolégico e as praticas culturais estdo entre as mais

relevantes e aproveitadas.

2.3.1 Controle Biolégico: Trichoderma spp.

No mundo todo existe uma crescente preocupacao com as dificuldades
ambientais resultantes das mais diferentes atividades humanas, com inclusédo da
agricultura (ANDRADE; NOGUEIRA, 2005). E isso se procede na procura por
tecnologias de producéo lucrativas, socialmente justas e ecologicamente adequadas
(MELLO; SILVA, 2007). Para responder a esta crescente demanda, a pesquisa
cientifica tem progredido no desenvolvimento de solugcbes baseadas em processos
bioldgicos naturais (MARQUES et al., 2014). O controle bioldgico se distingue como

uma opcao cada vez mais formidavel, uma vez que, na agricultura convencional,
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empregado de maneira complementaria, coopera para a diminuicdo do uso dos
agrotoxicos, enquanto na agricultura organica, introduz-se em substituicdo a estes
produtos (BONETT et al., 2013).

O grupo Trichoderma esta entre 0s microrganismos que mais possuem
resisténcia as toxinas e produtos quimicos naturais e resumidos pelo homem
(HARMAN et al., 2004). Possuem habilidade de degradar compostos organicos e
inorganicos, como os hidrocarbonetos e pesticidas (BOMFIM et al., 2010).
Resguardam e invadem o sistema radicular proporcionando a solubilizacdo de
nutrientes para as plantas (BONFIM et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012). Essas
pesquisas realizadas subsidiam o entendimento do papel do grupo Trichoderma para
seu emprego na agricultura (JESUS et al., 2011).

Desta forma, o controle biolégico é um fendmeno que versa a regulacéo da
guantidade de plantas ou animais pelos agentes biolégicos de mortalidade, que séo
versados como inimigos naturais. E o principal artificio dentro do controle natural,
gue conserva todas as criaturas, menos o ser humano, em estado de balanceamento
com seu ambiente. O controle bioldgico conglomera tanto o ingresso quando a
manipulacdo dos oponentes naturais pelo homem para o controle de doencas e
pragas, bem como o controle sem a influéncia humana, ou seja, tudo de maneira
natural. Os inimigos naturais de insetos sao versados como organismos beneficente,
eles sao caracterizados como predadores, parasitoides e patégenos (RODRIGUES,
2015).

O método de controle de doencas fitopatogénicas, versa o emprego de
microrganismos antagonistas no controle de pragas e doencas. Organismos
competidores sdo microrganismos aproveitados no controle de doencas de plantas,
intervém na sobrevivéncia e nas atividades dos patdgenos. Esse tipo de controle
pode ser conexo as praticas culturais, harmonizando um ambiente adepto aos
adversarios e as plantas hospedeiras (BETTIOL; GHINI, 2009). Conforme ressalta
Bettiol e Ghini (2009) a influéncia mutua entre microrganismos patogénicos e
antagbnicos podem ser divididos em antibiose, concorréncia, parasitismo,
hipoviruléncia, predacao e inducéo de defesa do hospedeiro.

Além das Rizobactérias, fungos do género Trichoderma possuem
capacidade de produzir enzimas e antibioticos para operar no controle de patégenos

e em alguns casos, sao vistos e utilizados como indutores de resisténcia, por isso,
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sao formidaveis agentes de controle bioldgico de doencas em plantas (RODRIGUES,
2015).

O género fungico do tipo Trichoderma contém espécies antagonistas a
multiplos fitopatdgenos, sendo que os mecanismos fundamentais empregados por
esses fungos sdo o micoparasitismo e a antibiose (HERMOSA et al., 2012). E um
fungo hemibiotréfico extremamente eficiente no controle de inUmeros fitopatdogenos.

Esse género é considerado como deuteromiceto, classe Sordariomycetes,
ordem Hypocreales, familia Hypocreaceae (ANVISA, 2011). Sua morfologia
reprodutiva é caracterizada pela formacéo de conidiéforos com um eixo central e
presenca de ramificacdes laterais, das quais terminam em espirais de células
conidiogénicas, denominadas fidlides, com formato alongado, em sua ponta sdo
produzidos os conidios unicelulares, esféricos, alongados ou ovais, normalmente de

cor verde (MEYER et al., 2019). Essas estruturas sdo mostradas na figura 3.

Figura 3. Estruturas morfoldgicas reprodutivas de Trichoderma spp.

Fonte: Cruz et al., (2015).
As espécies de Trichoderma com potencialidade antagonista também tém

sido aproveitadas como agentes de desenvolvimento de plantas e na melhora da
germinacdo e sanidade de sementes (ETHUR et al., 2006). Além de que, esses
fungos sdo encarregados de extinguir o desenvolvimento de véarios fungos
fitopatogénicos e sua atividade como antagonista € influenciada pelo tipo de solo,
condicdes de temperatura e umidade, além disso, pela microflora associada
(HOWEL, 2003).
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Apresenta uma distribuicdo por todo mundo, o género do fungo advém em
guase todos os tipos de solo e ambientes naturais, principalmente naqueles contendo
quantidades favoraveis de matéria organica (SILVA, 2015). A ocorréncia das
espécies de Trichoderma desenvolverem em mudltiplos substratos justifica a
relevancia biotecnolédgica conferida a esse grupo de fungos. Os fungos desse género
sdo reconhecidamente bioreguladores e concorrentes naturais de varios
fitopatbgenos tais como: Rhizoctonia solani, F. oxysporum, Sclerotium rolsfii,
Sclerotinia spp., dentre outros. Operam como agente de controle biologico
consequentemente atenuando ou até extinguindo a precisdo do uso de fungicidas
quimicos (HARMAN, 2000), o que torna esse método de controle um dos mais
eficientes e reconhecido no controle bioldgico.

Desta forma, os microrganismos multifuncionais com atividades de
caracteristicas beneficentes, como as Rizobactérias e fungos do género
Trichoderma, podem interatuar com as plantas através de mecanismos diretos e
indiretos, concebendo alternativa estratégica para a intensificacdo sustentavel de
sistemas agricolas, favorecendo o método de controle bioldgico e proporcionando

uma reducdo nos gastos com controle quimico (BULGARELLI et al., 2013).
3 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratério de
Biotecnologia e Bioativos do IFTO Campus Araguatins e em casa de vegetacao
localizada nas seguintes coordenadas (5°38’46”S 48°04’15”W). Os ensaios in vitro
foram realizados em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), onde foram
realizados 3 tratamentos com 7 repeticdes, onde os tratamentos 1 e 2 foram as
testemunhas positiva e negativa, e o tratamento 3 foi o de pareamento de culturas.
Ja os experimentos em casa de vegetacdo (in vivo) foram realizados em
Delineamento em Blocos Casualizados (DBC), contendo 6 blocos e 5 tratamentos,
totalizando 30 parcelas, onde cada parcela apresentava 4 plantas, no qual ocorreram

as avaliagOes das variaveis respostas.

3.1 Coleta de material

As coletas das amostras de solo ocorreram no més de setembro de 2022
no IFTO - Campus Araguatins (5°38'33” S 48° 04' 20" W), utilizando sacos de
polipropileno e trado holandés. Havendo a limpeza de folhas e dejetos sobrepostos
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na superficie do solo, coletando a uma profundidade de 20 cm (CANEPPELE, 2016).
O local de coleta ocorreu no setor de olericultura como mostra a figura 4, onde foram

coletadas 5 sub amostras para melhor representatividade do local e posteriormente

houve a mistura do material e levou-se para o laboratério onde realizou-se o0s
isolamentos dos fungos de interesse (COZENTINO, 2019).

Figura 4. Local de coleta das amostras.

Fonte: Adaptacéo do autor de Google Earth (2021).

3.2 Isolamento dos fungos

A técnica de isolamento foi uma adaptacdo do método utilizado por Cozentino,
(2019), onde empregou-se as diluicdes seriadas. No qual, retirou-se 10 g de solo das
amostras, sendo pesadas em balanca analitica e transferidas para erlenmeyers
contendo 100 mL de solugcéo tampéo de cloreto de sédio na concentracdo de 1 g/litro.
Em seguida, realizou-se a homogeneizacdo da amostra em agitador Shaker por 40
minutos a 170 rpm, a fim de desfazer todos os agregados das particulas
granulométricas de solo e expor as células microbianas a solucgéo.

Posteriormente, com auxilio de uma pipeta de 1000uL, inseriu-se 0,9 ml de
solucéo salina em um eppendorf e em seguida acrescentou-se 0,1 ml da solucéo que
houve a mistura com a amostra de solo, a mesma foi solubilizada no agitador Vortex
por 4 minutos, formando assim a diluicédo 10, esse procedimento realizou-se por mais
duas vezes, tendo assim as diluices 10! ,102 e 103. Por meio dessas diluicGes
realizou-se a inoculac&o nos meios de cultura. Sendo assim, cada diluicdo apresentou

duas repeticdes (duas placas), na qual 0,1 ml da solucéo foi distribuida com o auxilio



25

de uma alca de Drigalsky, como mostrado na figura 5. Logo apds, cada placa foi
vedada com filme de PVC, identificada e incubada. As placas ficaram dispostas
invertidas dentro da BOD (Biochemical Oxygen Demand), durante sete dias, a 28°C,
com 12 horas de fotofase, para que houvesse o crescimento e desenvolvimento dos

fungos.

Figura 5. Processo de dilui¢cdo seriada (A e B) e inoculagdo em meio de cultura BDA (C).

Fonte: Autor (2022).

Como medida para propiciar a producdo e o desenvolvimento dos fungos, foi
utilizado meio de cultura BDA (batata 200 g, dextrose 20g e agar 15q), (TEDESCO,
2015). Depois de pronto e esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121°C, o meio
de cultura foi levado para camara de fluxo laminar onde ocorreu seu resfriamento e

posterior inoculagéo.

3.3 Teste de pareamento in vitro

Para avaliar o antagonismo de Trichoderma spp. a F. oxysporum foi realizado
o teste de pareamento de culturas proposto por Dennis e Webster (1971). Seguindo
uma adaptacdo da metodologia de Milanesi et al., (2013), onde discos de 0,5 cm de
diametro do antagonista e do fitopatégeno foram inseridos em placas de Petri com
meio de cultura BDA, a uma distancia de 0,5 cm da borda, de maneira que ficassem
opostos um ao outro como mostra a figura 6. Os discos foram obtidos a partir de
culturas puras, posteriormente foram incubadas em BOD a uma temperatura de 28°C
com fotofase de 12 horas por 12 dias, onde ocorreram as avaliagdes de crescimento

micelial.



26

Os tratamentos positivos e negativos também foram realizados, inserindo
discos de tamanho similar ao centro da placa e observados durante 0 mesmo intervalo

de tempo.

Figura 6. Pareamento de culturas para determina¢céo da taxa de inibicdo micelial de F. oxysporum,
utilizando como controle um isolado de Trichoderma spp. Onde (A) se encontra o antagonista; (B) o
fungo fitopatogénico e (C) o pareamento entre ambos.

Fonte: Autor (2022).

As avaliacOes foram realizadas seguindo uma adaptacao de Teixeira, Coelho
e Tebaldi, (2017), sendo assim, todas as repeticbes que foram inoculadas com F.
oxysporum e das que continham o pareamento com o antagonista foram medidas o
didametro das colbnias com auxilio de um paquimetro digital e obtendo-se uma média
de tamanho micelial para cada tratamento. Os dados estatisticos desse experimento
foram submetidos ao teste Scott e Knott de comparacdo de médias a nivel de
significancia de 5%.

Em seguida, utilizando a metodologia empregada por Silva (2011), onde
calculou-se a percentagem de inibicdo (%) do F. oxysporum em relacdo ao
antagonista, utilizando a equacéao:

%I = (C-T) / C x 100

Onde:

%I = Percentagem de inibicao;

C = Diametro do crescimento micelial da testemunha;

T= Diametro do crescimento micelial do tratamento.

3.4 Teste in vivo

O substrato utilizado foi da marca comercial Basaplant®, apresentando em sua
composicado: Turfa, Rocha Calcacea, Vermiculita, Carvao Vegetal, Rocha Fosfatica e

Casca de Pinus.
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A técnica de inoculacao foi a de suspensao de in6culo (ALFENAS e MAFIA,
2007). Onde, inseriu 10 ml de agua destilada esterilizada nas placas com culturas
puras de Trichoderma spp. e as raspou com o0 auxilio de uma alca de drigalski,
posteriormente essa suspensao foi inserida em um erlemeyer de 125ml, e
acrescentou mais 90 ml de agua destilada esterilizada e deixou agitando por 24hrs a
uma rotacao de 170 rpm. O mesmo processo foi repetido para as placas com culturas
puras de F. oxysporum.

Para a determinacdo da fonte de conidios inicial, utilizou-se a camara de
Neubauer como descrito por Meyer et al., 2019, sendo contabilizados 1,74 x 107/ml
de Trichoderma spp. e 1,32 x 10%/ml de F. oxysporum. Logo os tratamentos se

dispuseram das seguintes concentra¢cées, como mostrado na tabela 1.

Tabela 1. Tratamentos com diferentes concentragfes de conidios de Trichoderma spp. e F.

oxysporum por grama de substrato.

Concentracdes de conidios

Tratamentos
Trichoderma spp. F. oxysporum
Tl *k%k *k%
T2 1,9 x 106 2,47 x 10°
T3 2,17 x 1068 2,47 x 10°
T4 3,26 x 10° 2,47 x 10°
T5 Fxk 2,47 x 10°

*** sem nenhuma fonte de in6culo.
Fonte: Autor (2023).

No plantio a variedade de tomate testada foi a Santa Cruz Kada Gigante que
possui habito de crescimento indeterminado, possuindo aptiddo comercial tanto para
consumo in natura, como para uso industrial.

Sendo assim, utilizou-se tubetes de polipropileno com capacidade para 250
cm?, contendo aproximadamente 160g de substrato comercial. Dessa forma, semeou-
se 3 sementes/tubete, numa profundidade de aproximadamente 1 cm. A germinacao
se iniciou entre o 5° e 6° dia ap0s semeadura, sendo realizado o desbaste apds 10
dias pos emergéncia deixando apenas 1 planta por unidade experimental, a irrigacao
foi realizada por microaspersao automatizada, irrigando em dois periodos do dia com
duracdo média de 5 minutos.

As avaliagbes ocorreram 25 dias ap0s emergéncia, utilizando 3 plantas por
parcela sendo avaliado as seguintes variaveis: altura de planta (AP), comprimento
radicular (CR) sendo AP e CR medido com régua graduada, numero de folhas (NF),

didmetro do caule (DC) realizado com o auxilio de um paquimetro digital, massa
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fresca total (MFT), pesada em balanca de precisdo de duas casas decimais,
incidéncia da doenca (ID), para essa variavel utilizou-se a metodologia empregada
por Alfenas e Mafia (2007), onde emprega-se uma propor¢gdo (%) do namero de
plantas com sintomas de uma amostra.

Posteriormente feito as avaliacdes, as plantas foram inseridas em sacos de
papel fechados e identificados, e em seguida levados para a estufa com circulacéo
de ar, a uma temperatura de 65° C por 72h. Realizadas suas retiradas, as amostras
foram pesadas, obtendo assim a massa seca total (MST).

A andlise estatistica dos dados in vivo foi realizada utilizando o software Genes
(CRUZ, 2016). Onde os dados foram submetidos a andlise de variancia e ao teste

Scott e Knott a 5% de significancia.

4 RESULTADO E DISCUSSOES

4.1 Teste in vitro

Aos 12 dias apés o pareamento de culturas, observou-se que o diametro
micelial de F. oxysporum foi suprimido por Trichoderma spp., onde todas as repeticoes
do tratamento mostraram agressividade por parte do antagonista, ndo deixando com
que o fitopatdbgeno conseguisse se desenvolver no meio como mostrado na figura 7.
Silva (2020), ressalta que o género Trichoderma é eficiente quando usado em culturas
pareadas no controle de fusariose, o autor ainda destaca que o método é
imprescindivel quanto a sua facilidade e rapidez de se obter resultados.

Em um estudo in vitro, Fernandes et al. (2021), utilizando diferentes isolados
de Trichoderma no controle de F. oxysporum f.sp. lycopersici, perceberam que todos
os isolados testados reduziram o crescimento micelial. O mesmo ocorrido foi
presenciado por Sales (2011), que percebeu que o0s antagonistas quando
confrontados em cultivo pareados, inibiram o crescimento micelial do isolado de R.

solani.
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Figura 7. Pareamento de culturas para teste de antagonismo apés 12 dias de inoculacdo. Onde A
encontra-se a testemunha positiva, B a testemunha negativa e C o pareamento entre ambos.

Fonte: Autor (2022).

Logo apos realizada as medicdes utilizando paquimetro digital, os dados foram
organizados e submetidos a ANOVA pelo teste F a 5% de probabilidade como

mostrado pela tabela 2.

Tabela 2. Analise de variancia pelo teste F para os dados obtidos com o teste in vitro de antagonismo
entre Trichoderma spp. e F. oxysporum.

FV GL o) QM F Prob.(%) CV (%)
TRAT. 1 705,74 705,74 15,619 0,192066 ** 19,3239
RES. 12 542,2171 45,1847

TOTAL 27 4456,134286

** @ * gignificativos a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente; pelo teste F ns ndo-significativo.
Fonte: Autor (2023).

Os dados obtidos com os testes de cultura pareada apresentaram diferenca
estatistica significante a 5%, o que infere que a taxa de crescimento micelial do F.

oxysporum foi inibida pela presenca do antagonista conforme mostrado na tabela 3.

Tabela 3. Teste de comparacao de médias Scott e Knott a 5% de significancia dos tamanhos
miceliais das colbnias de F. oxysporum. Sendo T1 o tratamento testemunha do patégeno e T2 o
tratamento com antagonismo ao Trichoderma spp.

OQMR: 45,1848 Nivel: 5 GLRes: 12 N.Rep: 7
Trat Média Grupo

T1 41,8857 a

T2 27,6857 b

* Médias seguidas da mesma letra em minlscula ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
Fonte: Autor (2023).

Logo, ao analisar o tamanho do diametro dos tratamentos em cultura pareada,

verificou-se uma percentagem de inibicdo (%l) de 51,3% em relacdo a testemunha, o
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que foi superior aos valores encontrados por Fernandes et al. (2021), onde a
porcentagem meédia de inibicAo do crescimento micelial foi de 24% para os
tratamentos utilizando F. oxysporum com isolados de Trichoderma spp. Por outro lado,
uma eficiéncia semelhante a esse experimento foi encontrada por Silva, (2011), onde
as percentagens variaram de 42,7 a 68,9% no controle de Fusarium solani em

plantulas de maracuja.

4.2 Teste in vivo

Apos realizar as afericdes, os dados foram submetidos a ANOVA pelo teste F,
a um nivel de significancia de 5% de probabilidade conforme mostrado pela tabela 4,
onde possuem os quadrados médios das variaveis respostas.

Tabela 4. Resumo da andalise de variancia em blocos ao acaso das caracteristicas avaliadas.

Quadrados Médios

FV GL H DC NF CR MFT MST ID

(cm) (mm) (cm) () ©) (%)
Blocos 5 12,9780 0,0748 0,4404 6,5251 0,0190 0,0001 0,0200
Trat. 4 2,1028ns 0,0728* 11,9826 ** 155,7665** 0,0480 ** 0,0005** 0,1688 **
Res. 20 10,9215 0,0247 0,0820 12,2260 0,0096 0,0001 0,0200
Média 5,51 1,31 1,58 15,27 0,21 0,02 0,20
CV (%) 17,42 12,04 18,15 22,89 46,40 36,60 70,71

** @ * gignificativos a 1 e 5% de probabilidade; respectivamente; pelo teste F ns = nao-significativo.
Onde respectivamente as abreviac¢des significam: FV = fonte de variacdo; GL= grau de liberdade; H =
altura de planta; DC = didmetro do caule; NF = namero de folhas; CR = comprimento radicular; MFT =
massa fresca total; MST = massa seca total e ID = incidéncia da doenca.

Fonte: Autor (2023).

As médias obtidas para H ndo divergiram entre si, logo todos os valores para
essa variavel foram estatisticamente iguais, como mostrado na tabela 5. Lapidius
(2013), ao analisar altura de plantas em seu experimento, visando verificar o progresso
da murcha de fusario em tomateiro também n&o encontrou diferenca estatistica
significativa, mesmo seus dados apresentando diferenca no valor absoluto para essa
variavel. Os dados obtidos também corroboram com os encontrados por Cadore et al.,
(2016), onde as médias utilizando dosagens de Trichoderma na promocdo do
crescimento do arroz apresentaram certa similaridade.

Ja os valores de DC observou-se que ndo houve diferenca significativa para as
diferentes concentracdes de conidios de Trichoderma/grama de substrato, embora as

médias tenham sido superiores ao tratamento T5, no qual havia somente o patégeno.
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Tabela 5. Teste Scott e Knott dos dados coletados aos 30 dias pds semeadura para as variaveis

altura de planta (H), diametro do caule (DC), numero de folhas (NF) e comprimento radicular (CR).

H DC NF CR

Tratamentos (cm) (cm) (cm)
T1 6,3567 a 1,4717 a 2,1667 a 18,1833 a
T2 49783 a 1,2567 a 0,665 c 11,8033 ¢
T3 5,3733 a 1,31 a 16117 b 15,1883 b
T4 5,8517 a 1,3183 a 1,945 a 22,0433 a
T5 4,9933 a 1,17 a 1,5017 b 9,15 ¢

CV% 17,42 12,04 18,15 22,89

* Médias seguidas da mesma letra em minlscula ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
Fonte: Autor (2023).

Tabela 6. Continuacéo — Teste Scott e Knott dos dados coletados aos 30 dias p6s semeadura. para

as variaveis: massa fresca total (MFT), massa seca total (MST) e incidéncia da doenca (ID).

MFT MST ID
Tratamentos (©)) (9) (%)
T1 0,3417 a 0,0362 a 0 b
T2 0,1283 b 0,0112 b 29,17 a
T3 0,1617 b 0,0183 b 16,67 b
T4 0,265 a 0,0228 b 41 b
T5 0,1583 b 0,0173 b 375 a
CV% 46,40 36,60 70,71

* Médias seguidas da mesma letra em minUscula ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
Fonte: Autor (2023).

Para a variavel NF, notou-se que o tratamento que apresentou maior
concentracdo de conidios de Trichoderma spp./grama de substrato obteve média

BN

estatisticamente igual a testemunha sem fonte de indculo, mesmo havendo a
presenca do fitopatdgeno. Dessa forma, a medida em que as concentracfes de
conidios do antagonista foram aumentando, observou-se um incremento no nimero
de folhas. Dado semelhante, foi observado por Maiada (2016), no qual utilizando
substrato comercial e diferentes concentragbes de uma marca comercial de
Trichoderma, verificou que a medida que inoculou doses crescentes do fungo,
ampliou-se o numero de folhas de seus tratamentos.

Para CR os dois tratamentos com maiores concentracdes de conidios de
Trichoderma/grama de substrato + fitopatdbgeno, apresentaram resultados

satisfatorios. J& o tratamento que recebeu menor concentra¢do ndo houve diferenca
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estatistica com a testemunha somente inoculada com F. oxysporum. Attia et al.,
(2022), ressaltam que plantas infectadas com o patdgeno apresentam perdas
significativas no desenvolvimento do comprimento radicular e no numero de folhas,
podendo chegar a 51,16% no comprimento da raiz e 78,07% no numero de folhas, em
comparacao com plantas saudaveis.

Estudando a capacidade de solubilizacdo fosfato e a promocao de crescimento
de plantas de tomate, Li et al., (2015), observaram que houve um aumento significativo
no tamanho radicular de suas mudas com tratamentos a base da inoculagdo de
Trichoderma, o que corrobora com os resultados obtidos para a variavel comprimento
radicular. Silva (2020), em seu trabalho utilizando maiores dosagens de Trichoderma
spp. em relagéo a testemunha e demais tratamentos, constatou-se um incremento de
até 43% no desenvolvimento radicular de plantulas de algodéo.

Com relacdo a MFT, os tratamentos T2, T3, que possuiam as menores
concentracfes de conidios de Trichoderma, apresentaram similaridade estatistica
com T5, onde possuia apenas inoculagdo com F. oxysporum. Em contrapartida, os
valores de T4 e da testemunha absoluta foram estatisticamente iguais a 1 e 5% de
significancia.

J& para os valores obtidos de MST, mostraram que todos os tratamentos que
continham concentracdes de Trichoderma spp. + fonte de inoculo do patégeno foram
diferentes da testemunha absoluta. Resultado semelhante foi encontrado por Maiada
(2016), que com o aumento das doses de Trichoderma, ndo encontrou diferenga
significativa para massa seca de mudas de tomate cultivadas em substrato comercial.

Os dados da variavel ID foram submetidos ao teste Scott e Knott para verificar
possiveis contrastes entre as médias. No entanto, ja era esperado que houvesse um
coeficiente de variacdo elevado por conta da testemunha sem nenhuma fonte de
in6culo. Dessa forma, os tratamentos T3 e T4 apresentaram resultados
estatisticamente similares entre si e em relacdo a testemunha absoluta. Em
contrapartida, o tratamento T2, no qual continha menor concentracdo de conidios de
Trichoderma/grama de substrato, apresentou igualdade significativa com T5, a qual
era a testemunha contendo apenas fonte de inéculo com F. oxysporum.

Vale ressaltar que foram realizadas as proporgdes utilizando apenas plantulas
que apresentavam algum tipo de sintoma da doenca (ALFENAS E MAFIA, 2007).

Como mostrado na figura 8.
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Figura 8. Mudas com Incidéncia de sintomas da murcha de fusariose ocasionada por F. oxysporum
aos 25 dias apds germinacao.

Fonte: Autor (2023).

Ethur et al., (2012), em seu experimento utilizando diferentes isolados de T.
asperellum, notaram que ocorreu uma inibicdo em torno de 42% da incidéncia contra
a fusariose do pepineiro. Em outro estudo, Gava e Menezes (2012), verificaram que a
aplicacao de isolados de Trichoderma resultou na reducédo de maneira significativa da

incidéncia de murchas do meloeiro.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos para o teste in vitro mostraram que o isolado proveniente
de solo de area cultivavel Trichoderma spp. possui grande potencial de inibicdo de F.
oxysporum em cultivo pareado, mostrando assim cada vez mais sua importancia na
biotecnologia agricola. Ademais, os dados referentes ao teste em mudas de tomate,
mostraram que isolados a base de Trichoderma podem além de promover o
crescimento de alguns parametros agrondmicos, pode induzir resisténcia a problemas
gerados pela murcha de fusariose, gerando incentivo a estudos voltados para controle

alternativos de doencas.
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