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Resumo

A cultura do tomate tem grande importéncia econémica em nivel nacional e mundial. No entanto, seu retorno econdémico esta
associado ao controle de varias doengas. Dentre elas, destaca-se a murcha de Fusarium, causada pelo Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici. Para o controle dessa doenca, geralmente empregam-se produtos biolégicos, que comumente séo fabricados
com isolados antagonistas de Trichoderma sp. Sendo assim, o potencial antagénico do Trichoderma sp. deve ser melhor
estudado para outros fitopatdégenos, ampliando as opcoes de biofungicidas no mercado. Deste modo, objetivou-se com o
presente trabalho testar o potencial antagbnico de diferentes isolados de Trichoderma sobre o crescimento micelial de £
oxysporum f.sp. lycopersici in vitro. Foram testados quatro isolados de Trichoderma spp., sendo trés isolados coletados em
serrapilheira e um isolado comercial (T. asperellum). Os isolados de Trichoderma spp. foram avaliados quanto ao potencial
antagdnico contra F. oxysporum f. sp. lycopersici por meio da técnica de pareamento de culturas. Foram avaliados: o tamanho
médio da colbnia (TC), a porcentagem de inibicao do crescimento micelial (PIC), o indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM) do fitopatégeno e o antagonismo dos isolados de Trichoderma spp. por meio de escala de notas. Todos os
isolados de Trichoderma spp. testados reduziram o crescimento micelial de F. oxysporum f.sp. lycopersici, in vitro.

Palavras-chave: Antagonismo. Murcha de Fusarium. Controle biolégico.
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Introducao

O Brasil é responsavel pela producao

aproximada de 2,2 % de tomate em nivel
mundial, ocupando a 102 posicao no ranking de
principais paises produtores, liderado pela China,
india, Turquia e Estados Unidos da América, que
ocupam as primeiras posicoes, correspondendo
a aproximadamente 34 %, 10 %, 7 % e 6 % da
producao mundial, respectivamente (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION CORPORATE
STATISTICAL DATABASE - FAOSTAT, 2019).

No ano de 2019, o Brasil produziu 3,92
milhoes de toneladas de tomate em uma area de
54,54 mil hectares, sendo os estados de Goias,
Sao Paulo, Minas Gerais e Bahia os principais
produtores, responsaveis por aproximadamente
72 % da producao nacional (INSTITUTO

A cultura do tomate pode ser acometida
por vérias doencas durante o ciclo da cultura.
Os patégenos radiculares estao entre os
mais importantes causadores de problemas
fitossanitarios, uma vez que apresentam
estruturas de resisténcia que asseguram a
sua sobrevivéncia em condicoes desfavoraveis
(WONG; AMBROSIO; SOUZA, 2011).

Entre os patdgenos radiculares estdao os
fungos habitantes do solo que se caracterizam
por sobreviverem durante anos na auséncia de
um hospedeiro susceptivel (LOPES; MICHEREFF,
2018). De acordo com Correia e Michereff (2018),
dentre os fungos habitantes do solo destacam-se
0s causadores de murchas vasculares, tais como
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Fusarium oxysporum, Verticillium albo-atrum e
Verticillium dahliae.

A murcha do Fusarium destaca-se dentre
as doengas que mais preocupam o produtor. E
causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici e se faz presente em praticamente
todas as areas onde se cultiva o tomateiro
(INOUE-NAGATA et al., 2016). A sobrevivéncia
do patégeno ocorre na forma de micélio ou de
clamidésporos encontrados geralmente em
restos de cultura. O patdégeno também pode
se desenvolver nos tecidos de varias espécies
vegetais, que atuam como hospedeiros
alternativos (BEBENDO, 2018).

Segundo Inoue-Nagata et al. (2016), a
sobrevivéncia do patégeno pode ser de até oito
anos na auséncia do hospedeiro, dificultando, de
certa forma, medidas relacionadas ao manejo
voltado para a reducao do inéculo inicial (MELO;
SERRA; NASCIMENTO, 2021). A disseminagao
do patdgeno em longas distancias ocorre pela
utilizagao de mudas e sementes contaminadas,
enquanto nas areas de cultivo onde ha a presenca
do patdgeno a disseminacgao pode ocorrer a partir
do deslocamento de propagulos com particulas
de solo ocasionados pela aracao e gradagem,
irrigacao ou até mesmo por conta da agua da
chuva (BEBENDO, 2018).

Os principais sintomas da doenga na cultura
do tomate provocam desde o amarelecimento
até a murcha progressiva da parte aérea,
podendo causar morte das plantas, secando-as
por completo. Normalmente, a infeccdo se da
unilateralmente por atingir os feixes vasculares,
oriundos do tecido radicular infectado.
Plantas que possuem sistema radicular pouco
desenvolvido em geral sdao mais atacadas pelo
fungo, contribuindo para a perda progressiva do
vigor e reducao do ciclo da cultura. Em campo,
a doenca se manifesta normalmente na forma
de reboleiras, principalmente durante as fases
de crescimento, floragcdo e maturacao dos frutos.
Na fase de viveiro ou logo apds o transplantio, se

acometida pela doenca, as mudas podem sofrer
com o tombamento ou damping-off (TOFOLI;
DOMINGUES, 2018).

O controle da doenca ocasionada pelo
Fusarium oxysporum pode ser realizado por
meio de medidas e praticas culturais envolvendo
nutricdo adequada e equilibrada das plantas,
calagem, uso de cultivares resistentes, rotacao
de culturas e aracao profunda (INOUE-NAGATA
et al., 2016; MIELNICZUK; SKWARYtO-
BEDNARZ, 2020). O controle bioldgico,
caracterizado pela utilizagdo de organismos nao
patogénicos no sitio de infeccdo, de modo que
limite a acdo do patdégeno ou que aumente a
resisténcia do hospedeiro, também tem sido
utilizado (TOFOLI; DOMINGUES, 2018).

O uso de método biolégico no controle de
doencas de plantas tem crescido nos ultimos
anos. Houve um aumento significativo de
produtos fabricados a base de microrganismos
registrados para diversas culturas (MEYER;
MAZARO; SILVA, 2019). No Brasil esse
segmento do agronegdcio ja representa de 3 % a
5 % das vendas dos produtos quimicos (VIEIRA
et al. 2016). Atualmente, o emprego do método
bioldgico € uma alternativa que nao esta restrita
somente aos agricultores de base agroecologica,
sendo os agricultores convencionais 0s maiores
consumidores de produtos bioldgicos, pois estes
minimizam os danos ao ambiente e a salde,
além de os produtores também terem uma
maior percepcao da necessidade de diversificar
as ferramentas para o manejo de doencgas
(MEDEIRQS; SILVA; PASCHOLATI, 2018).

Somente no ano de 2019, foram registrados
21 biofungicidas no Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento — MAPA, a base de
Trichoderma, sendo 66 % a base de Trichoderma
harzianum, 24 % a base de Trichoderma
asperellum, 5 % a base de Trichoderma
koningiopsis e 5 % a base de Trichoderma
stromaticum (MEYER; MAZARO; SILVA, 2019).
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De acordo com Dalacosta (2019), as espécies
de Trichoderma possuem rapido crescimento
em diversos tipos de meios, facilitando sua
producao massal, por isso tém sido utilizadas
no controle de biolégico de doencas flungicas,
principalmente para o controle de fungos de
solo, como Fusarium oysporum. As diferentes
espécies do fungo podem interferir na vida do
fitopatégeno por diversos mecanismos de acao
como a competicdo por espaco e nutrientes, a
antibiose, o micoparasitismo, a fungistase e a
inducao de resisténcia, além de estimular as
plantas a aumentarem sua tolerancia a estresses
naturais (INFANTE et al., 2011; MASTOURI;
BJORKMAN; HARMAN, 2012).

Téfoli e Domingues (2018) afirmam que o
fungo quando aplicado via solo ou no substrato
no caso de producao de mudas pode reduzir
significativamente a ocorréncia e a severidade
de doencas causadas por patdégenos dos géneros
Fusarium, Sclerotium, Sclerotinia, Verticillium,
Pythium e Phytophthora.

Sendo assim, a avaliacdo de novos e
potenciais antagonistas de isolados de Trichoderma
em diferentes fitopatdogenos pode possibilitar
a obtencao de novos biofungicidas visando
aumentar a oferta de produtos de biocontrole.

Desse modo, objetivou-se com o presente
trabalho testar in vitro o potencial antagbnico
de diferentes isolados de Trichoderma sobre o
crescimento micelial de Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici.

Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério
de Fitopatologia do Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais,
Campus Inconfidentes.

O isolado de Fusarium oxysporum f.sp.
lycorpersici utilizado no experimento foi
proveniente da micoteca da Empresa Sakata, e

os isolados de Trichoderma spp. (l,, I, 1,) foram
obtidos por Garcia (2020) em serrapilheira do
setor de olericultura, da Fazenda Escola do
IFSULDEMINAS — Campus Inconfidentes e estao
armazenados no Laboratério de Fitopatologia —
Campus Inconfidentes. Utilizou-se também de
um isolado obtido do produto comercial Quality®

da espécie Trichoderma asperellum.

O potencial antagbnico dos diferentes
isolados de Trichoderma spp. sobre Fusarium
oxysporum f.sp. lycorpersici foi avaliado por
meio da técnica de confronto direto por meio do
pareamento das col6nias, conforme metodologia
proposta por Dennis e Webster (1971). Para isso,
foram utilizados discos com 10 mm de didmetro
obtidos das coldnias do fitopatégeno e isolados do
antagonista crescidos por 7 dias em meio batata-
dextrose-agar (BDA) e incubados em camara de
crescimento tipo BOD a temperatura de 25 °C
e fotoperiodo de 12 horas. Na montagem do
experimento foram utilizadas placas de Petri de
90 mm de diametro contendo 20 mL de meio
BDA, pH 5,7. Os discos da col6nia de Fusarium
oxysporum f.sp. lycorpersici foram repicados
para a superficie do meio de cultura nas placas
de Petri, a uma distancia de 0,5 cm da borda
da placa, sendo as placas incubadas em camara
de crescimento tipo BOD a temperatura de
25 °C e fotoperiodo de 12 horas por 48 horas,
conforme metodologia proposta por Dennis e
Webster (1971). Apo6s o crescimento micelial
das coldnias de F. oxysporum f.sp. lycopersici
por 48 horas, foram repicados discos da col6nia
dos isolados em lados opostos das placas de
Petri a 0,5 cm da borda das placas. As placas
de Petri contendo colénia do fitopatégeno e
do antagonista pareadas foram incubadas em
camara de crescimento tipo BOD a temperatura
de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas durante o
periodo de conducao do experimento.

Cada isolado de Trichoderma spp. foi
pareado com o fitopatégeno e considerou-se
como testemunha somente o fitopatégeno na
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placa de Petri sem o antagonista, totalizando
5 tratamentos, sendo eles: T1 - Fusarium
oxysporum f.sp. lycorpersici x isolado 3 (13);
T2 — Fusarium oxysporum f.sp. lycorpersici x
isolado 4 (14); T3 — Fusarium oxysporum f.sp.
lycorpersici x isolado 5 (15); T4 — Fusarium
oxysporum f.sp. lycorpersici x T. asperellum;
T5 — Fusarium oxysporum f.sp. lycorpersici.
O delineamento experimental utilizado foi em
blocos casualizados com 7 repeti¢oes, sendo
cada placa considerada uma parcela.

As avaliagbes foram iniciadas 24 horas
apos a repicagem do Fusarium oxysporum
f.sp. lycorpersici, sendo realizadas diariamente
durante periodo de 14 dias. Foram feitas
medigoes diarias do crescimento micelial frontal
das col6nias do fitopatégeno e dos antagonistas,
com auxilio de um paquimetro digital. A
porcentagem da inibicdo do crescimento micelial
(PIC) foi determinada no 7° dia e 14° dia ap6s a
incubacao e foi calculada com base na férmula
descrita por Menten et al. (1976), em que:

pic — tamanho médio da testemunha — tamanho medio do tratamento .

tamanho médio da testemunha

Determinou-se também o didametro médio
das colénias em mm e o indice de velocidade
do crescimento micelial (IVCM), expresso em
mm dia!, pela formula descrita por Oliveira e
Machado (1991):

wvem = 2(0-1a)
N

em que:
T = tamanho médio atual da colbnia;

Ta = tamanho médio da col6nia no dia anterior e
N = nlUmero de dias apds a repicagem.

Para a avaliagdo do antagonismo dos
isolados de Trichoderma spp. utilizou-se de
uma adaptacéo da escala de notas proposta por
Bell, Wells e Markhan (1982), sendo: nota 1
— 0 antagonista cresce completamente sobre o
patégeno e ocupa toda a placa de Petri; nota
2 — 0 antagonista cresce por pelo menos 2/3 da
placa de Petri, sobrepondo-se sobre o patégeno;
nota 2,5 — o0 antagonista cresce por pelo menos
2/3 da placa de Petri, porém nao sobrepoe-
se sobre o patdgeno; nota; 3 — antagonista e
patégeno crescem até a metade da placa; nota
4 — o patdgeno cresce pelo menos 2/3 da placa;
nota 5 — o patoégeno cresce completamente
por toda a placa de Petri. O antagonismo dos
isolados também foi determinado no 7° e 14°
dias de incubacao.

Os dados obtidos no experimento foram
submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 1 % de
probabilidade, utilizando o software SISVAR,
versao 5.6 (FERREIRA, 2011).

Resultados e Discussao

Observou-se que mesmo sendo repicados
para as placas 48 horas apoés a transferéncia do
patdgeno, os isolados testados de Trichoderma
(13, 14, 15 e T. asperellum) manifestaram efeito
antagbnico significativo em relagdo ao indice
de velocidade do crescimento micelial (IVCM)
quando comparado com a testemunha, nao
diferindo entre si (FIGURA 1). A velocidade de
crescimento micelial é de extrema importancia
dentro do controle biol6gico, uma vez que esta
relacionada a rapida colonizacao do substrato
quando em competicdo com o fitopatdégeno
(MEDEIRQOS; SILVA; PASCHOLATI, 2018).

O IVCM do patégeno foi de 15,06 mm,
15,08 mm, 15,30 mm e 15,50 mm na
presenca dos isolados 13, 14, 15 e T. asperellum,
respectivamente, enquanto na testemunha,
sem a presencga do antagonista, o crescimento
foi de 20,07 mm dia!, o que demonstra que a
presenca dos isolados inibiram o crescimento
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Figura 1 — indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) em mm dia! de F. oxysporum f.sp. lycorpersici
(Fol) na presenca de isolados de Trichoderma spp. (13, 14, 15 e Trichoderma asperellum. Inconfidentes/MG, 2021.
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*Médias com letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 1 % de probabilidade.

Fonte: Elaborada pelos autores (2021).

micelial do patégeno. A porcentagem média de
inibicdo do crescimento micelial de £. oxysporum
f.sp. lycopersici pelos isolados foi de 24 %.

Em estudo realizado por Sousa et al.
(2017), foi demonstrado que 7 dos 9 isolados
de Trichoderma avaliados tiveram potencial de
controle in vitro de R. solani, 33 % dos isolados
estudados tiveram uma redugao média de 40 %
do IVCM do patoégeno e 44 % tiveram uma
reducéo média de 25 % do IVCM. Saetal. (2019)
e Soares et al. (2019) também confirmaram em
seus estudos que Trichoderma spp. reduziu o
crescimento micelial de Fusarium sp. e Fusarium
solani, causadores de danos na cultura do feijao-
caupi e da melancia, respectivamente.

Verificou-se também no 7° dia e no 14°
dia apds a incubacao dos fungos que houve
diferenca significativa tanto para o tamanho da
colbnia quanto para o PIC entre os isolados de
Trichoderma spp. e a testemunha, nao sendo
observada diferenca estatistica entre os isolados
para ambas as avaliacdes. Os isolados I3, 14,
I5 e T. asperellum inibiram o crescimento
micelial de . oxysporum f.sp, lycopersici no 7°

dia de avaliacdo em 40 %, 48 %, 42 % e 42 %
e, aos 14 dias, 62 %, 67 %, 64 % e 64 %,
respectivamente (TABELA 1).

Ao comparar as avaliacoes do 7/° dia e
14° dia apds a incubacao, verificou-se que nao
houve aumento no tamanho das col6nias de
F. oxysporum f.sp. lycopersici na presenca dos
isolados, sendo que os isolados nao diferiram
entre si para o parametro avaliado. Esse resultado
pode ser explicado em decorréncia do encontro
frontal das col6nias do patégeno com as col6nias
do antagonista, denotando de certa forma sua
eficiéncia na inibicao do crescimento micelial
do patogeno. A reducao no crescimento micelial
de F. oxysporum f.sp. lycopersici também pode
estar ligada a liberacao de metabdlitos, pela
competicao de nutrientes no meio de cultura ou
por micoparasitismo pelo antagonista (MATOS
et al., 2014). Além disso, cada espécie de
Trichoderma possui seu proprio mecanismo de
acao para interagir com cada tipo de fitopatégeno
(RIBEIRO, 2017).

Observou-se que, com o passar dos dias,
o PIC foi aumentando devido ao crescimento
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Tabela 1 - Tamanho médio da colénia (TC) e percentual de inibicdo do crescimento micelial (PIC) de F.
oxysporum f.sp. lycorpersici (Fol) por isolados de Trichoderma spp. (13, 14, 15 e Trichoderma asperellum) no 7°

dia e 14° dia de incubacao. Inconfidentes/MG, 2021.

TC (mm) PIC (%)
Tratamentos - - - -
7° dia 14° dia 7° dia 14° dia

Fol x 13 23,18 a 23,18 a 40 a 62 a

Fol x 14 19,97 a 19,97 a 48 a 67 a

Fol x 15 22,22 a 22,22 a 42 a 64 a

Fol x T. asperellum 22,31 a 22,31 a 42 a 64 a
Testemunha 38,77 b 61,66 b Ob Ob
CV (%) 11,43 10,53 20,18 8,38

*Médias seguidas com letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 1 % de probabilidade.

Fonte: Elaboracao dos autores (2021).

continuo do F oxysporum f.sp. lycopersici,
sem a presenga do antagonista. No 7° dia de
avaliacao, o menor PIC dos isolados em relacao
a testemunha foi de 40 %, enquanto no 14°
dia, de 62 %. Esses valores foram superiores
aos encontrados por Fantinel et al. (2018), que
avaliaram o potencial antagbnico de diferentes
isolados de Trichoderma e Baciulus thuringiensis
sobre Colletotrichum siamense, verificando
no 6° dia e 12° dia um PIC maximo de 32 %
e 44,2 %, respectivamente. Hoffmann et al.
(2015) observaram no 7° dia de pareamento
que 3 dos 15 isolados tiveram PIC de 38,8 %,
44,4 % e 48,9 % e 12 dos isolados tiveram alto
potencial antagbnico, inibindo completamente o
desenvolvimento do Fusarium sp., apresentando
percentuais de inibicdo de crescimento entre
81,2 % e 94,4 %.

Segundo a escala de Bell, Wells e Markham
(1982), no 7° dia, todos os tratamentos
que continham os antagonistas diferiram
estatisticamente da testemunha, mas nao
diferiram entre si. Ao final do experimento, os
tratamentos que tiveram maior antagonismo
foram os que tinham a presenga do 13, 14 e T.
asperellum (FIGURA 2). Portanto, a avaliacao
do antagonismo por meio da escala de notas
possibilitou diferenciar os isolados somente aos
14 dias ap0s a incubacao.

Verificou-se que o isolado |5 cresceu por
pelo menos 2/3 da placa em todas as repeticoes,
encontrando frontalmente com a col6nia de £
oxysporum f.sp. lycopersici, sem que fosse
observada sobreposicdo da colonia, enquadrando-
se em nota 2,5. O resultado mostrou que 0 15, de
certa forma, é capaz de inibir o crescimento do
patégeno, uma vez que diferiu estatisticamente
da testemunha, porém nao é tao eficiente quanto
013, 14 e T. asperellum, aos quais foi atribuida
nota 2. Os referidos isolados tiveram crescimento
micelial que sobrep6s a colonia do patdgeno,
sugerindo provavel micoparasitismo das hifas
de F. oxysporum f.sp. lycopersici pelas hifas dos
isolados (13, 14 e T. asperellum) de Trichoderma
spp. De acordo com Meyer, Mazaro e Silva (2019),
0 micoparasitismo é uma das caracteristicas
mais relevantes do género Trichoderma.

Diferente desses resultados, Milanesi
et al. (2013) observaram em seu trabalho 2
isolados de T. tomentosum que tiveram nota
1 ao antagonismo de isolados de Fusarium
oxysporum, ou seja, in vitro os isolados de T.
tomentosum cresceram completamente sobre as
colbnias do Fusarium oxysporum, evidenciando
o potencial para o biocontrole dessas espécies.

Cabe ressaltar que, apesar de os resultados

N e e

vitro do F. oxysporum f.sp. lycopersici, pelos
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Figura 2 — Média das notas atribuidas ao cultivo pareado de F. oxysporum f.sp. lycopersici (Fol) com diferentes
isolados de Trichoderma spp. (13, 14, 15 e Trichoderma asperellum) no 7° dia e 14° dia de avaliagao.
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 1 % de probabilidade.

Fonte: Elaboracao dos autores (2021).

isolados testados de Trichoderma, nao é possivel
afirmar que eles seriam eficientes in vivo.
Grigoletti Junior, Santos e Auer (2000) afirmam
que existem algumas limitacdes com a execucédo
apenas do teste /in vitro na avaliagdo do potencial
antagbnico de determinado fungo, visto que, na
maioria das vezes, os resultados obtidos em
condi¢cbes controladas nao coincidem ou, as
vezes, sao diferentes daqueles obtidos em campo
ou em casas de vegetacdo. Sendo assim, é de
extrema importéncia que se realizem avaliagoes
in vivo dos isolados avaliados neste trabalho para
confirmar seu potencial antagbnico em relagao
ao F. oxysporum f.sp. lycopersici.

Conclusao

Todos os isolados de Trichoderma spp.
testados reduziram o crescimento micelial de
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, in vitro.
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