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RESUMO

A cultura do tomateiro € severamente atacada por diversas doencas,
entre elas pode-se destacar a Murcha-de-Fusaio. O objetivo do presente trabdho foi o de
avdiar a dficiéncia de isolados de Fusarium oxysporum néo peatogénicos (Fnp) 233, 233/1,
245, 245/1, 1413, 251, 251/2, 251/5, 257, originaios da Univesdade de Torino, Itdia no
controle da Murcha-de-Fusrio, causada por Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici ragcas 1 e
2 (Fdl). Os isolados patogénicos CA4A (Fal - 1), C-21A (Fd - 2), TO11 (Fd - 2) e TO245
(Fol - 2), bem como os isolados ndo patogénicos, foram cultivados em meo de cultura BD
(batata-dextrose) durante 10 dias a 25°C, com agitacdo condante de 150rpm. Para se obter
edtruturas de resgéncia do fungo 500 ml de indculo liquido de cada isolado de Fnp foram
adicionados em 1000 g de tdco e incubados durante 30 dias. Com o intuito de verificar a
patogenicidade dos isolados CA4A, C21A, TO1l e TO245, plantulas de tomaero cv.
Viradoro foram trangplantades para substrato infestado com indculo liquido nas concentractes
de Fol de 10° 10% 10° e 10° conidios mL™. Apés 35 dias do transplante, as mudas foram
avdiadas quanto a severidade da doenca (Notas variando entre 1 a 6, onde 1 planta sadia e 6
planta morta), a dtura e as massas secas do Sstema radicular e da parte aérea das plantas. As
concentragbes de 10° e 10° conidics mL™ dos isolados de Fol promoveram a maior severidade
da doenca, quando comparadas com a tetemunha ndo inocuada ApGs determinar a
concentracdo do patogeno, veificouse a aividade ndo paogénica dos isdlados de Fnp em
plantas de tomaero onde raizes foram imersss em uma upensio de conidios dos
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antagonistas na concentraggo de 10° conidios mL™. As plantas foram cultivadas em vasos de
500 mL contendo substrato e gpds 35 dias de cultivo em casa de vegetacdo foram redizadas
as avdiagbes O desenvolvimento das plantas inoculadas com os isolados de Fnp ndo diferiu
edatisicamente quando comparado com as plantas ndo inoculadas. Para verificar a atividade
dos isolados de Fnp no controle da doenca, mé&odos de introducdo foram avdiados O Sstema
radicular das plantulas de tomaeiro foi lavado em &gua de torneira e imerso na suspensto de
indculo dos isolados, na concentraggo de 1P conidios mL™?, e as mudas de tomateiro foram
trangplantadas para subdtrato infestado com os isolados CA4A, CG-21A, TO11 e TO245 de Fd
na concentracdo de 10° conidios mL?. Apds 35 dias do transplante foram redizadas as
avdiagbes. Os isolados de Fnp foram eficientes em diminuir a severidade da doenga, e
também promoveram um maor desenvolvimento das plantas Paa verificaa o efeto do
tratamento de substrato com os isolados de Fnp, mudas de tomaero foram trangplantadas
para subdrato infetado previamente com os isolados de Fol e traado com indculo liquido e
em taco dos isolados de Fnp. ApGs 35 dias do trangplante foram redizadas as avdiagbes. Os
isolados de Fnp foram eficientes em diminuir a severidade da doenca Para avdiar o efdto
dos isolados de Fnp no tratamento de subgtrato de producdo de mudas, estas foram produzidas
em subdrato tratado com indculo em tdco e liquido dos isolados de Fnp. Apds 30 dias da
emergéncia das plantulas, estas foram trangplantadas para subgtrato tratado com os isolados de
Fol. Apos 35 dias do transplante foram redizadas as avdiaghes e os isolados de Fnp
goresentaram  atividade  biocontroladora, sendo sdecionado o0 isolado 2512 para os edudos
podteriores. Para sdecionar a concentragdo adequada de introducdo do antegonida, 0 Sstema
redicular de plantulas de tomateiro cv Viradoro foi imerso nas concentragdes de 10¢, 10°, 10°
e 10’ oonidics mL™? do isolado 251/2 e as mudas transplantadas para substrato infestado com
uma suspensio de indeulo contendo 10%, 10* e 10° conidios mL! de Fol. Apds 35 dies do
tranglante foram redizades as avdiacbes. As plantas tratadas com a concentracio de 10
conidios mL™* do isolado 251/2 apresentaram as menores severidades da doenca e um maior
desenvolvimento  das  plantas, quando comparadas com as plantas cultivadas em subdrato
infedado com o padgeno. O inlado 251/2 de Fnp foi 0 mas eficente na reducdo da
sveridade da doenca, quando introduzido na concentragio de 107 conidos mLt. Apds
determinar a concentragdo do padgeno e o ilado mas efidente, veificose qua a méodo
mas promisor de introducdo do isolado 251/2 de Fnp no controle da doenca causada pelo
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isolado TO245. Os méodos utilizados condstiram em: (1) Mudas de tomaero produzides em
substrato autoclavado foram trangplantadas para subgtrato de cultivo tratado com indculo em
tdco do isolado 251/2 de Fnp; (2) Mudas de tomateiro produzides em subdrato tratado com
inbculo em tdco do isolado 251/2 de Fnp foram transplantadas para substrato tratado com o
mesmo indculo; (3) Mudas de tomadro produzides em subdrao tratado com indculo em
taco do isolado 251/2 de Fnp foram transplantadas para substrato de cultivo; (4) Mudas de
tomateiro produzides em subgdrato autoclavado foram trangplantadas para slbdraio de cultivo
tratado com indculo em liquido do isdlado 251/2 de Fnp; (5) Mudas de tomaedro foram
produzides em subdrato tratado com inéculo liquido do isolado 251/2 e transplantadas para
Subgrato tratado com o0 mesmo inéculo; (6) Mudas de tomatero foram produzides em
subdrato tratado com indeulo liquido do isolado 251/2 de Fnp e trangolantadas para subgtrato
de cultivo. Apbs 35 dias do transplante das mudas foram redizadas as avdiagbes. O méodo
mas eficiente de introducdo do isolado 251/2 de Fp foi 0 de produgdo das mudas de
tomateiro cv. Viradoro em subgrato tratado com o isolado antegonista e edtas trangplantadas
paa subsrao de cultivo traado com inbculo em tdco do isolado antagonida Esses
resultados evidencdam a aividede antagbnica dos isolados de Fusarium oxysporum néo
patogénico, na reducdo da severidade da Murchade-Fuskio do tomaero, causada por
Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici raga 2.
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Effect of nonpathogenic srains of Fusarium oxysporum on reducing of the severity of
Fusarium wilt of tomato. Botucatu, 2003. 55p. Dissatacdo (Mestrado em
Agronomia/Protecdo de Pantas) - Faculdade de Ciéncdas Agrondmicas, Universdade
Estadud Paulista
Author: JULIANO CESAR DA SILVA
Adviser: WAGNER BETTIOL

SUMMARY

The tomato is severdy is affected by severd diseases, among them
may be detached the Fusarium wilt. The objective this present research was to evauae the
efficacy of the nonpathogenic Fusarium oxysporum drans (Fnp) 233, 233/1, 245, 245/1,
141/3, 251, 2512, 251/5, 257, from the Univarsty of Torino, Itdy, on the control of Fusarium
wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) races 1 and 2. The pathogenic
drans CA4A race 1, C-21A rece 2, TO11l race 2 and TO245 race 2, as wdl the
nonpathogenc drans were growing in liquid media PD (potato-dextrose) during 10 days &
25°C, with congant agitation a 150 rpm. To obtan resgant dructure of the fungi 500 mL of
the liquid inoculum with eech the Fnp drain were mixed in 1000 g of tdc and incubated for
30 days. To evduate the pathogenic activity of the drans CA4A (Fol - 1), G21A (Fd - 2),
TO1l (FO - 2) e TO245 (FOl - 2), tomao seedlings cv. Viradoro susceptible to race 2 of the
pathogen were trangplanted into the infeted subdrate with inoculum sugpenson in the
concentrations of Fol 103, 10%, 10° e 10° conidia mL™. After 35 days of the seedlings
trangplantation were evauated the discase severity (Notes between 1 and 6, where 1 hedth
plat e 6 died plant), the height plants and the weight dry materid of the root sysem and
aerid pat of the plants The concentrations 1P e 10° conidia mL™ of the strains de Fol
increesed the higher severity, when compared with non inoculated plants. After determination
the concentration of the pathogen, observed the nonpathogenic activity of the Fnp drans in
tomato plants where, roots were dipped in a conidid suspenson in the concentration of the
10° conidia mL™. The plants were growing into pots for the 500 mL capacity of the substrate
and after 35 days of the growing in greenhouse were redized the evduaions. The plant
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development inoculated with Fnp drains didn't differ datidicaly when compared with the
non inoculated plants. To observe the activity of the Fnp drans on the diseese contrd,
introduction methods were evauated. The root sysem were washed in water and dipped in a
inoculum suspension of the grains, in the concentration de 10° conida mL™ and the tomato
seadlings were transplanted into the infested subdrate with the strans CA4A, C-21A, TOl11
and TO245 of the Fol in a concentration of the 10° conidia mL™. The evauations were
redized after 35 days of the trangplant. Tomato seedlings were trangplanted into infested
Subdrate with the Fol drans and trested with inoculum liquid of the Fnp drans The
evauations were redized after 35 days of the trangplant were redized the evauations. The
Fnp drains were efficient to control the disease and them increased de better development of
the plants. To observe the effect of the treatment of the subdtrate with the Fnp drains, the
tomato seedlings were transplanted into the trested subdtrate with tac inoculum of the Fnp
drans. The evauations were redized after 35 days of the trangplant. The Fnp drains were
efficient to ontrol the disease. To evauate the effect of the Fnp drains on the trestment of the
subdrate to produce seedlings, this was produced in trested subdrate with tac and liquid
inoculum of the Fnp drains. After 30 days of the emergency of the plants, were transplanted
into infested subdgtrate with Fol drains. After 35 days of the transplant were redized the
evdudions and the isolaes showed biocontrol activity, were sdected the drans 251/2 to
further research. To sdect the adequate concentration to introduce the antagonidt, the tometo
root sysem cv. Viradoro were dipped in the concentrations 10%, 10°, 10° and 10" conidia mL™
of the 251/2 dran and the seedlings were transplanted into the subdrate infeted with a
suspenson of the inoculum in the concentrations 10°, 10* and 1C°conidia mL-1 of the Fol.
The evduations were redized after 35 days after the transplant. The plants trested with 10
oonida mL™! of the strain 251/2 showed the dowly severity of the dissase and a high
development of the plants when compared with the plants grew infesed subgrae with the
pathogen. The drain 251/2 was more efficient to control the disease, when introduced in the
concentration 107 conidia mL*. After the determination of the concentration of the pathogen
and the dran more efficient, observed what more promisng method to introduce the drain
251/2 of the Fnp on the control of the disease, caused by stran TO245. The methods were: (1)
Tomato seedlings produced in autoclaved subgtrate were transplanted into growing trested
subdgrate with tac inoculum of the dran 251/2; (2) Tomato seedlings produced in tregted
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subgtrate with talc inoculum of the drain 251/2 de Fnp were trangolanted into treated subdtrate
with the same (3) Tomao seedlings produced in trested subgrate with tac inoculum of the
dran 251/2 and transplanted into growing subgrate; (4) Tomato seedlings were produced in
autodaved subdrate were transplanted into the growing treated subdrate with liquid inoculum
of the dran 251/2; (5) Tomao seedlings were produced in trested subdrate with liquid
inoculum of the drain 251/2 and trangplanted into the trested subdrate with the same (6)
Tomato seedlings were produced in trested subdrate with of the dran 25172 were
trangolanted into the growing subsrate. The evaduations were redized ater 35 days of the
transplant. The method more efficient to introduce the dran 251/2 were to produce of the
tomato seedlings cv. Viradoro in trested subdrate with the antagonig and transplanted into
trested subdrate with tac inoculum of the same dran. This results show the antagonistic
activity of the Fusarium oxysporum nonpathogenic drains to control the Fusarium wilt of the
tomato, caused by Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici race 2.

Keywords Biologicd oontrol, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici and nonpathogenic
Fusarium oxysporum.



1INTRODUCAO

A cultura do tomaero etd entre as hortdicas mas cultivadas no
mundo, sendo 0 Brasl um dos maores produtores mundias e o nmeor produtor da América
Laina No ano de 2002, a producdo naciond de tomate foi de 35 milhdes de tondadas (FAO,
2003). Na cultura do tomateiro ocorrem s&rios problemas fitossanitéios, dentre os quas se
destaca a Murcha-de-Fuskio, causada pdo fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Sacc.) Snyder & Hansen. Esta doenca foi identificada no Brasil em 1939 (Arruda, 1941).

A mehor forma de controlar a doenca é a obtencdo de variedades
ressentes (Alabouvette, 1999). Entretanto, isolados mas patogénicos e outras ragas do
patdgeno vem surgindo, bem como a resgéncia de plantas de tomaeiro a doenca pode ser
quebrada por meio de infecgles causadas por nematdides ou dtas temperaturas. Plantas
paaditadas por nemadides, principdmente do género Medoidogyne apresentaram uma maior
severidade da doenca (Mouraet d., 2001).

O ootrde quimico da Murcha-de-Fuskio ndo € diciente e a
erradicacdo do patdgeno com vapor ou fumigacdo € quase impossive em cultivos & campo
(Aldbouvette & Couteaudier, 1992). Assm, méodos dtendivos a0 controle quimico vém
sendo pesguisados com maiores énfases.

O controle bidldgico da Murcha-de-Fusaio tem sSdo estudado em
muitos paises. Vaios microrganianmos antagbnicos tém Sdo avdiados para o controle da

Murcha-de-Fusaio, mas os mas promissores S0 isolados ndo patogénicos de Fusarium



oxysporum (Rouxd et d., 1979; Ogawa & Komada, 1984); de Fusarium solani (Rouxe e d.,
1979, Amir, 1991; Vddebenito-Sanhueza & Sonego, 2001) e de Fusarium moniliforme
(Alabouvette & Coutesudier, 1992).

A expécie sypréfita de F. oxysporum tem gpresentado eficiéncia na
reducdo da incidéncia da Murcha-de-FusXio nas culturas do cidamem, gerbera, manjerico,
agpargo, berinjda, cravo, mdancia, tomae, gréo de bico, pepino e pimenta do reno (Tramier
e d., 1983, Gaibddi e d. 1986, 1987, 1983, 1990a Gaibddi, 1983; Palitz e d., 1987,
Pak e d. 1988, Lemanceau & Alabouvette, 1991; Manded & Baker, 1991, Posma &
Ratink, 1992, Yamagushi e d., 1992, Lemanceau & d., 1993; Lakin & d., 19933 1993,
1996; Minuto et d., 1995a 1995b; De Cd ¢ d., 1995, Hervas ¢ d., 1995; Fuchs et d., 1997,
1999; Lakin & Fravd, 1998, 1999; Mao e d., 1998; Duijff e d., 1998, He & d., 2001, 2002,
Chue d., 2001; Red et d., 2002; Pharand et d., 2002; Frave & Larkin, 2002 ).

O obetivo do presente trabdho foi 0 de avdiar a dfidénda dos
isolados 233, 2331, 1413, 245, 2451, 251, 251/2, 251/5, 257 de F. oxysporum néo
patogénicos na reducdo da severidade da Murcha-de-Fusaio do tomaeiro, causada por F.
oxysporum f. sp. lycopersici ragas 1 e 2, na cultivar de tomateiro Viradoro, resdente a raga 1,

mas susceptivel araca 2 do patdgeno.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ragas e sntomatologia da M urcha-de-Fusario

A Murchade-Fusaio, caussda pdo fungo F. oxysporum f. sp.
lycopersici, ocorre na maoria des &ess cultivadas no mundo. Atudmente exigem trés racas
descritas deste fungo, sendo que a raca 1 € a mais comum e ocorre em quase todos 0s paises
produtores de tomate, enquanto as ragas 2 e 3 ocorrem em &eas mas redtritas (Andrade &
Michereff, 2000). A egpécie F. oxysporum é responsave por causyr murchas vasculares
goresentando um dto grau de espedificidade por hospedero, o que conduziu a definicdo de
formae gpeciales e ragas, ou sga, um isolado edd gpto para infectar uma espécie de planta ou
uma cultivar de uma epécie, respectivamente (Armostrong & Armostrong, 1981).

Gedaman & Finley (1951) definiram a expécie F. oxysporum f. sp.
lycopersici raga 1 como ndo paogénica as plantas com o fator de resséncia obtido de plantas
de tomateiro da egpécie Lycoperscum pimpinelifolium e a espécie F. oxysporum f. sp.
lycopersici raga 2 como patogénica a essas plantas.

O padgeno pendra pedas raizes e coloniza 0 Sdema vascular em
plantas susceptivels, mas permanece limitada na regido besd de plantas resgtentes (Beckman,
1987). I1do indica que plantas de tomaeiro resstentes sdo eficientes em impedir a colonizacéo
do patdgeno por meio do blogueo do trangporte de conidios deposto de cdose tiloses
infusdo de compogtos fendlicos e sintese de fitod exinas (Beckman, 1987).



No Brasl, araca 1 é a mais prevaecente e ocorre em vaios Estados
produtores de tomate (Neder et d., 1964; Tokeshi, 1966, Kurozava & Tokesh, 1966;
Almada, 1971; Minuss, 1972, Masuoka & Chaves 1973, Caadli, 1978, Rodrigues &
Juliatti, 1990). A raca 2 vem aumentando de importancia e ja foi encontrada em S&o Paulo
(Neder et d., 1964; Tokeshi, 1966; Kurozawva & Pavan, 1982), em Minas Gerds (Matsuoka &
Chaves, 1973), em Penambuco (Perera @ d. 1993), no Maaihdo (Caadli, 1978), na
Paraiba (Caatdli, 1978) e no Rio de Janero (Ribeiro & d., 1999). A raca 3 anda néo foi
relatadano Bragl (Santos et d., 1993).

O fungo F. oxysporum f. s. lycopersici  permanece por um grande
periodo no solo e em restos de cultura, devido a presenca de clamidésporos, causando danos
principdmente nos periodos quentes do ano. A temperaura dtima de desenvolvimento € de
28°C, prefeindo paticulamerte solos aenosos e &idos. As  plantas  goresentam
predigposicdo a doenca quando cultivadas em solos deficientes em nitrogénio, fésforo e cddio.
As cultivares ressentes a doenca manifetam Sntomas durante aagues severos de
nematdides, principdmente a espécie Meloidogyne spp. (Blancard, 1996; Lopes et d., 2000;
Mouraet d., 2001).

A doenca pode s manifestar em todos os est&dios de desenvolvimento
da planta, sendo mas comum em plantas em inicio de floreximento e frutificagdo. Em
smentdras, as mudas goresentam as folhas com as nervuras clareadas e com os peciolos
curvados. Em condigdes de dta umidede e baxas temperauras o fungo pode causar
tombamento em plantulas Os dntomas nas folhas manifetam-se por um amardecimento
intenso, nas mas vehas progredindo para as mas noves Ese tipo de dntoma pode
inicidmente ocorrer em um lado da planta ou metade da folha Logo apds o amareecimento,
ocasondmente pode ocorrer a formacdo de raizes adventicias. Os vasos lenhosos das folhes e
do caule fican com coloracdo parda de gparéncia seca, entretanto a medula das plantas néo
sofre dteracdo da sua cor. As raizes, gpés um periodo inicid de pardisacdo do crescimento,
também podem gpodrecer (Jones, 1991; Lopes & d., 1994; Kurozava & Pavan, 1997; Vde &
d., 2000; Lopes et d., 2000).



2.2 Etiologia

A Mudwa-deFusxrio do tomaeiro foi condderada inicidmente
causada por F. oxysporum Achl. subsp. lycopersici Sacc. Anos gpGs ocorreu uma nova
classficagdo do fungo, sendo denominado F. lycopersici Sacc. Em 1935, foi novamente
classficado recebendo a denominagdo de F. bulbigenum (Cke. & Mass) lycopersici (Brushi)
Wr. & Renking E em 1940 o nome do patdgeno foi redassficado e fixado como F.
oxysporumf. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder & Hansen (Jones, 1991; Vdeet d., 2000).

F. oxysporum f. sp. lycopersici € um fungo mitospdrico, que gpresenta
micdio septado, pouco colorido inicidmente, mas com o tempo torna-se amardo pdido e sob
determinadas condigbes adquire a cor rosa pdida ou um pouco de coloracdo purplrea. Produz
trés tipos de egporos assxuas os microconidios, 0os macroconidios e 0s damidésporos. Os
microconidios o formados em fidides smples, laedmente e usudmente sfo os mas
freqlientes e os mas abundantes esporos produzidos pelo fungo, sob quaisquer condigdes. Séo
conidios hidinos, ovoides a dipsdides com uma cdula medindo goroximadamente 512 X
2,2-35mm (Jones, 1991; Vdeet d., 2000).

Os macroconidios esparsos a  abundantes sfo  formados  em
esporodoquios de paredes finas, com 3 a 5 septos, medindo 27-46 x 35 nm (trés septos) e 35
60 x 3-5 mm (cinco septos). Os macroconidios com trés septos 8o mais comuns. Os conidios
s hidinos dantdides curvos para ambos os lados Também podem formar eporos de
resgéncia denominados clamidésporos, contendo uma ou duas cdulas, de paredes epessss,
grossss e regdentes resultantes da tranformecdo das hifas, medindo de 7-11nm. Os
clamidésporos podem se formar na extremidade das hifas ou em cdulas intercdares das hifas
(Jones, 1991, Vde et d., 2000).

2.3 Variedades detomateiro resstentes a M ur cha-de-Fusério
As plantas de tomaeiro resgentes ao F. oxysporum f. sp. lycopersici

raca 1, goresentam ressténcia a doenca governada por um gene e este gene € designado gene |.

A patir da identificacdo do gene de redgténcia, mehoritas comecaram a desenvolver



vaiedades de tomaero resdentes a doenca (Beckman, 1987). Jones & Woltz (1981)
verificalam que as plantas de tomateiro que goresentavam 0 gene de ressténcia |, permitiu o
cultivo destas variedades por gproximadamente 20 anos no Estado da Fldrida, aé que a raga 2
tornou-se um s&rio problema

Alexander & Hoover (1953) e Alexander (1959) identificaram fontes
de ressténcia a espécie F. oxysporumf. sp. lycopersici, destacando as espécies L. peruvianum
e L. glandulosum como resgentes as racas 1 e 2 do patdgeno, enquanto que agumes
introdugdes de L. pimpindlifolium e os cruzamentos desta com a espécie L. esculentum, como
resstentes a raca 1 do patdgeno. Com a identificacdo e a introducdo do gene de ressténcia 12,
a doenca causada pdla raca 2 do patdgeno deixou de gpresentar importéncia Entretanto a raca
3 do patdgeno tornou-se um s&rio problemana Audrdia e na Hérida (Caratelli, 1978).

Atudmente exigem divesss cultivares e hibridos de tomatero
resgentes a Murcha-deFusaio que o comercidizadas mundidmente. Edas cultivares e
hibridos gpresentam gerdmente ressténciadsragas 1 e 2 do patdgeno.

2.4 Solos supressivos a M urcha-de-Fusario

A eigénda de solos que naurdmente limitam a inddénda da
Murcha-de-Fushio vem sndo edudada desde o find do steculo XIX e tem edimulado
pesquisas no controle bioldgico da Murcha-de-Fus&io durante os Ultimos 40 anos. Durante a
década de 60, os estudos demongraam O pgpd dos fatores abidticos princpdmente a
presenca de argila no 0lo, em rdagdo a reducdo da incidéncia da doenca em solos de vida
longa na Améica Centrd (Stozky & Matin, 1963). Rdaos subseglientes indicaram que
fatores biologicos estavam envolvidos no mecanismo de supressividade do solo (Smith &
Shyder, 1972, 1973).

O ewodvimento da microbiota sgprofiica nos  mecanignos  de
supressvidade do solo sugere que sga possivd tranformar um solo conducente em solo
Upressvo por meio da manipulaco da populagdo microbiana Dues formas S0 sugeridas
paa trandormar um solo conducente em supressivo: a primera condse em induzir a

supressvidade naurd que exige em todos os solos e a segunda condge no isolamento e



multiplicacdo de microrganismos antagdnicos e introduzi-los no o em que £ obeiva
induzir a supressividade & Murcha-de-Fusario (Alabouvette et d., 1998).

O adtivo de uma planta influencda a aividede microbiana do solo
podendo assm deleminar mudangas na supressividade do solo. Diversos edudos tém
demondgrado claamente que ndo somente a densdade da populagdo microbiana, mas também
a estrutura pode ser modificada na rizosfera de diversas espécies de plantas cultivadas, quando
comparada sua edrutura em solo néo cultivado (Hedrix e d., 1995; Lemanceau, e d., 1995
Abadie & d., 1998). A inducdo da supressividade do solo & Murchade-Fushio tem ddo
obtida por meo de cultivos sucessvos de Pueraria javanica e Calopogonium coeruleum
devido as mudancas na populaco microbiana do solo (Abadie et d., 1998).

A manipulacdo da rizofera € uma mandra de beneficdar os
microrganismos antagonicos €ou subgsténcias dicitoras que favorecam a protecéo da raiz de
gdtos ddetéios promovidos por fitopatogenos  (Wdler, 1988). Solos  naturdmente
upressvos a Murcha-de-Fusaio (Aldbouvette et d., 1985), ao tombamento causado por
Pythium (Lumsden et d., 1987), Thielaviopsis basicola e Gaeumanonmyces graminis (Stutz et
d., 1986; Wdller, 1988) tém sdo rdaados em diferentes regides do mundo.

A apressividede do oo a Murcha-de-Fuskio pode ocorrer
naurdmente, e tem ddo aribuida as propriedades fiscas e quimicas do solo (Amir &
Alabouvette, 1993; Hoper & Alabouvette, 1996), a microbiota do solo (Scher & Baker, 1980)
ou ambos (Cook & Baker, 1983). Entre os microrganiamos habitantes do s0lo, as epécies
Fusarium spp. ndo patogénicas e Pseudomanas fluorescentes (Rouxd et d., 1979; Kloepper &
d. 1980; Scher & Baker, 1980, 1982, Schroth et. d, 1982, Cook & Baker, 1983; Alabouvette,
1986; Lakin et d. 1993b; Lakin & Fravd, 1998) S0 as mas importantes no controle da
Murcha-de-Fusario. Alabouvette & d. (1996) rdaaran que a supressividade a Murcha-de-
Fushio € devida provavemente a supressvidade gerd que condge na dividade da biomassa
totd do s0lo e a eyecifica que condse na aividade da populacdo de Fusarium spp. néo
patogénico, destacando-se a espécie F. oxysporum.

Edudos da supressvidade do solo & Murchade-Fusaio, na regido de
Chateaurenard, Franca, demongraram que a microbiota sgprofitica foi a responsave peo
fendbmeno. De fao, a supressvidade foi dedruida por traamentos que inviabilizaam a
maoria dos microrganismos e recuperada gpds a introducdo da microbiota em um olo



previamente desnfetado (Louvet e d., 1976). A naureza microbiana da supressividade tem
ddo descrita em todos 0s s0los que goresentam supressividade a Murcha-de-Fusiio (Amir &
Alabouvette, 1993; Scher & Baker, 1980; Tamietti & Alabouvette, 1986).

Lakin e d. (19939 verificaam que quando um solo conducente a
Murcha-de-Fushio foi cultivado com a cultivar de mdancia Horida Giant, a populacdo do
padgeno aumentou quando comparada com a populacdo de sgrdfitas Mas quando foi
cultivada sucessvamente com a cultivae de meancia Crimson Sweet, a populacédo do
patdgeno ndo aumentou, porém ocorreu aumento da populacdo de sgprdfita, ito se deve a
secdo que a cultivar promove sobre a populacéo de microrganismos do solo (Hopkins et d.
1987; Sneh et d., 1984).

Os antagonitas devem estar  ecologicamente adaptados  para
sobreviverem nas condigdes paticulares do agroecossstema Além disso, os antagonistas
devem eda presentes em denddade populaciond adequada, para s capaz de interagir
efdtivamente com o patdgeno ou com O hospedeiro, promovendo um controle satisfatdrio da
doenca. O conhecimento da relacdo da densidade de indculo entre patdgeno e antagonista,
pode determinar o nivel populaciond dos antagonidas que serdo regueridos para obter um
controle stisfatorio da doenca, tdo bem quanto a0 nive populaciond do patdgeno em que o
antagonista sera eficiente (Larkin & Fravel, 1999).

2.5 Controle biolégico da Mur cha-de-Fusario

O controle biologico da Murcha-de-Fushio tem ddo
redizado por meio da introducdo de isolados de Fusarium spp. ndo patogénicos em s0lo ou em
aess infedadas (Alabouvette e d., 1984; Baker e d. 1978; Biles & Martin, 1989; Garibddi
et d., 1987, Ogava & Komada 1984; Rouxd et d., 1979; Schneder, 1984). Algumes
hipéteses foram propostas para explicar 0s mecanismos que et envolvidos na supressio da
doenca A competicdp sgprofitica por nutrientes no olo e na rizosfera foi verificada por meio
da colonizacio das raizes, da inibicdo da geminacdo de damidosporos e da dindmica
populaciond de Fusarium em solo supressvo (Alabouvette, 1986, Manded & Baker, 1991,
Alabouvette & Couteaudier, 1992, Larkin & Frave, 1999; Freeman e d., 2002). A reducéo da
incddéncia da Murcha-ce-Fusario induzida por isolados de Fusarium spp. ndo patogénicos



pode edar diretamente relacionada com a competicdo por sitios de infecgdo na superficie da
raiz (Schneider, 1984; Tamietti & Pramotton, 1990; Manded & Baker, 1991; Freemen & 4d.,
2002), por inducio de ressténcia em plantas obtides por meo de egpécies de Fusarium ndo
patogénicas (Baker et d., 1978; Biles & Martin, 1989; Ishiba & d., 1981, Ogawa & Komada,
1984; Wymore & Baker, 1982, Manded & Baker, 1991; Lakin & Fravd, 1998, Fuchs & 4.,
1997, 1999; Lakin & Fravd, 1999; Freeman & d., 2002) e por competicio por fontes de
cabono (Alabouvette et d., 1993, Couteaudier, 1992, Manded & Baker, 1991, Lakin &
Frave, 1999). Couteaudier (1992) e Alabouvette & d. (1993) verificaram que a competicio €
0 principd mecanismo de acdo do isolado Fo47 de F. oxysporum réo patogénico. Entretanto,
Lakin & Fravd (1999) veificaram que ede isolado aua também na inibicdo da germinacéo
de clamiddsporos e inducéo de ressténcia

Os isolados de F. oxysporum ndo patogénicos que aoresentam a
competicdo como principd modo de ado requerem  dta populagio para  competir
eficentemente com o patdgeno no solo (Alabouvette & Coutesudier, 1992; Alabouvette et d.,
1993, Lakin & Frave, 1999). A inducdo de resgténcia tem resultado na resséncia gerd paa
muitiplos patdgenos, induindo fungos veiculados pelo solo, fungos de pate agrea, bactérias e
virus (Kloepper et d., 1996). Tamietti et d. (1993) demongraram inducdo de ressténcia por
meo do aumento da dividade de enzimes oxidativas e da glucosdade nas raizes, cale e
fohas de plantas de tomate cujas raizes foram tratadas com isolados de F. oxysporum néo
patogéni cos.

Diversos isolados de F. oxysporum ndo paogénicos tem dSdo
rdlaados como indutores da supressvidade a Murcha-de-Fusrio em diferentes culturas. O
isolado Fo47, origin&io de solo supressvo na Franca tem Sdo intendvamente estudado como
um potencid agente de biocontrole da Murcha — de - Fus&io para diversas culturas de flores e
hortdicas (Alavouvette & Couteaudier, 1992; Fuchs e d. 1997; Alabouvette e al., 1998;
Fuchs et d., 1999). Os isolados CS-20 e CS1 de F. oxysporum ndo patogénicos suprimiram a
Murcha-de-Fus&io da melancia por meio de inducio de ressténcia (Larkin & Frave, 1999).
Minuto et d. (1997) veificaam que o isolado 251/2 de F. oxysporum ndo patogénico foi o
mas efidente no controle da doenca na cultura do manjericéo, quando formulado em taco. He
et d. (2002) verificaoam que exsudaos de raizes inoculadas previamente com o isolado
CWB318 de F. oxysporum néo paogénico reduziram dgnificativamente a germinagdo de



eporos e 0 crescimento do tubo germinaivo do F. oxysporum f. sp. asparagi. Quando os
isolados C5 ou C14 de F. oxysporum nédo patogénicos foram introduzidos no solo ocorreu uma
diminuicdo da incidéncia da murcha do pepino causada por F. oxysporumf. sp. cucumerinum
(Manded & Béker, 1991). Quando a formulecéo do isolado MT0062 de F. oxysporum néo
patogénico foi introduzida no préplantio e no momento do transplante esde isolado foi efetivo
no controle das Murchas de Fusaio e de Veticilio do tomaero e da beinda (Yamagushi &
Sano, 1992). Os isolados 251/2 e FI-11 de F. oxysporum néo patogénicos e os isolados TH4 e
TFRB de F. moniliforme ndo patogénicos foram efetivas no controle da incidéncia da
Murcha-de-Fuséario do cravo (Garibddi et d., 19909). Gaibddi et d. (1990b) verificaram a
colonizecdo das raizes de plantas de meéo e rabanete pdo isolado 233 de F. oxysporum néo
patogénico, quando as plantas foram cultivades em s0lo tratado com Benomyl. Os isolados
245, 233 25171, 25172, 2513, 2514, 251/5, 251/6, 2331, 233/2, 2451, 141/3, 24510,
245/11de F. oxysporum néo patogénicos foram eficentes no controle da Murcha-de-Fusaio
do cavo (Gaibdd e d.1992), do ddamem (Gaibddi & Minuto, 1993; Minuto e d.,
1995h) e do manjeicdo (Minuto e d. 19953). Hervas et d. (1995) veificwam que os
isolados FO9009 e FOQ0105 de F. oxysporum ndo patogénicos controlaram a Murcha-de-
Fus&rio do gréo de bico causada por F. oxysporum f. sp. cicerisracas.

Biles & Martyn (1989) e Manded & Baker (1991) veificaeam que o isolado Cl4 de F.
oXysporum ndo paogénico inoculado previamente em plantas de pepino, promoveu reducéo
no nimero de lesdes causadas por Colletotrichum lagenarium Benhamou et d. (2002)
veificaram que o inlado Fo47 de F. oxysporum ndo patogénico induziu ressténcia a infeccdo
causada por Pythium ultimum em pepino, por meio da reducdo da viabilidade do padgeno,
formacdo de barreiras fisicas e oclusio dos espacos intercelulares.



3MATERIAL E METODOS

O trabdho fo desewvolvido no laboradrio de Microbiologia e
Htopatologia da Embrgpa Meio Ambiente, locdizado no Municipio de Jeguariina, Edado de
Séo Paulo.

3.1 Obtencé&o dos isolados

O isolamento G21A de F. oxysporum f. sp. lycopersici raga 2 (FOl — 2)
e 0 ilanento CA4A de F. oxysporum f. sp. lycopersici raca 1 (Fol — 1) foram obtidos de
plantas de tomatero que goresentavam os Sntomas da doenca e fornecidos peo Dr. Sami
Jorge Michaeff, da Universdade Federd Rurd de Pernambuco. Os isolamentos TO11l e
TO245 de F. oxysporum f. sp. lycopersici raca 2 (Fol - 2) foram fornecidos pelo Dr. Romulo
Fujito Kobori, da Empresa Sakata Seed Sudamérica.

Os isolamentos 233, 233/1, 245, 245/1, 251, 251/2, 251/5, 141/3 e 257
de F. oysporum ndo paogénicos (Fnp), utilizados no presente estudo, foram obtidos do
gdema radicular de plantas de cravo cultivadas em solos supressvos pdo Dr. Angdo
Gaibddi, da Univesdade de Torino, Itdia e foram introduzidos pda Embrapa Meo
Ambiente, por meio do Processo MA P 21052.011767/99-04.



3.2 Preparo do subgtrato para a producéo e cultivo de mudas de tomateiro

As mudas de tomaero foram produzides em subdrato Multihorta,
sendo sameadas em bandgas de isopor (35mm x 35mm) e cultivades durante 30 dias em
cond ¢des de casa de vegetacao.

Paa o trangplante das mudas foram utilizados vasos de 500 mL,
contendo subgrato composto de solo e esterco bovino na proporcéo de 31 (viv). O solo de
classficacdo Laossolo amardo foi coletado de uma &ea de maa da fazenda expeimentd da
Embragpa Meio Ambiente, apresentado a seguinte composicdo quimica (5 mg dntde P, 15
mmac dr? de K; 7 mmac dn® de Cg 95 mmoalc dn?® de H+Al; 95 mmolc dm® de SB; 1045
mmdc dn® de CTC, 9% de V). Para cada quilo de substrato preparado adicionou-se
previamente 0,2 g de cloreto de potésso, 05 g de super fodao smples e 6 g de cdcaeo
dolomitico.

3.3 Cultivar detomate

As samentes de tomate cultivar Viradoro utilizades nos estudos foram
obtides no Centro Neciond de Pesquisa de Hortdicas, da Empresa Bradlera de Pexquisa
Agropecuaia

A cultivar Viradoro agpresenta habito de crescimento determinado com
excelente cobertura dos frutos. O florescimento inicia-se por volta de 40 a 50 dias e a colheta
ocorre entre 100 e 120 dias apOs a emergéncia Apresenta ressténcia ao viracabega do
tomateiro, a mancha - de - Egtenfilio @emphylium solani), a Murcha - de - Fusiio (Fol - 1) e
a0 nemadide das gdhas (Meloidogyne sop.)  www.cnph.embrapabr/cultivaresiviradoro.htm
Acess 26/10/2002.

3.4 Teste de patogenicidade dosisolados CA4A, C-21A, TO11eTO245deFol -1 e 2

O aubgrato foi infetado misturando-s2 50mL do indculo dos isolados
de Fol —1 e 2 nas concentragdes 10°, 10°, 10°, 10" de conidios mL™* em 450 mL de substrato,



obtendo-se substratos infestados nas concentragdes de 10°, 10°, 10° e 10° conidios mL ™, para
cada isnlado de Fol. ApGs dez dias de incubacdo plantulas de tomatero foram trangplantadas
paa 0 subgrato infetado com os isolados de Fol e cultivadas em casa de vegetacdo. Como
testemunha fol utilizado subgtrato ndo infetado para o trangplante de mudas, onde o dgtema
radicular das plantulas foi lavado em &gua de torneira antes do trangplante. As avdiaghes
foram redlizadas 35 dias gpds 0 trangplante das mudas, conforme o descrito no item 3.5.

Para 0 preparo do indculo dos isolados CA4A, C-21A, TO11 e TO245
de Fol, discos de 5mm de didmetro, contendo edruturas do fungo cultivado em meio de
cultura BDA (Batata-dextrose-agar) durante 7 dias, a temperatura de 25 + 2°C, foram
trandferidos para Erlenmeyer de 1000mL contendo 500 mL de meo de cultura BD (bada
dextrose) e mantido a 25 + 2°C, com agitacio condante de 150rpm. Apods 10 dias o indeulo foi
filtrado em dupla camada de gaze ederilizada e determinada a concentracdo da suspensio com
o axilio de um hemocitdmetro. O ddineamento experimentd foi interamente casudizado,
sendo cada repeticio composto de um vaso com uma planta As médias dos tratamentos foram
submetidas a andise de variancia, trandformadas para st (x + 0,5) e comparadas pelo teste
Tukey a 5% de probabilidede, utilizando o programa SAS Sysem vasio 8 (SAS Inditute Inc.,
1999).

35 Variaves avaliadas

A avdiacdo da doenca foi redizada gods 35 dias do trangplante das
mudas paa o0 subdrato previamente infetado com os isolados de Fol. As caracteridicas
edtudadas foram: severidade da doenga, dtura e massas secas do Sstema radicular e da parte

aérea das plantas de tomateiro.

3.5.1 Severidade da doerga

As hades de plantas de tomaero foram cortadas longitudindmente
em duas pates iguas com 0 objetivo de s verificar 0 escurecimento vascular desencadeado
pelo patdgeno. Em seguida foi redizada a avdiagdo da severidade da doenca de acordo com a
metodologia propogta por Tokeshi & Galli (1966) com agumas modificagies, sendo as notas
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1 - Planta sadia sem dintomas externos ou internos observaveis no caule, cortado a dtura do
primeiro internodio logo acima dos cotilédones

2 - Planta com vesos escurecidos na regido do primero internddio sem outros  Sntomes
visves

3 - Planta com vasos escurecidos aé a dtura da primera folha, com pdo menos um foliolo
com amarelecimento;

4 - Planta com vasos escurecidos @é a metade do comprimento do caule, com duas ou mas
folhas com amarelecimento;

5 - Planta com vasos escurecidos aé proximo ao ponteiro, goresentando a maoria das folhas
murchas, com exceg2o do ponteiro;

6 - Planta morta ou com vasos escurecidos e folhas murchas até o ponteiro.

35.2 Alturadaplantas

A dtura das plates de tomaedro foi delerminada com o auxilio de
uma régua gradueda, a partir da superficie do subgtrato contido no vaso @é a gema agpicd da

planta, os resultados foram expressos em centimetros.

3.5.3 Massas secas do sstema radicular e da parte aérea de plantas de

tomateiro

Inicidmente as plantas foram retiradas cuidadosamente dos vasos, em
seguida, as raizes foram lavadas com jato de &gua com o objetivo de retirar as particulas de
solo, mas sam danificar as radicdas. Apds a lavagem, o sistema radicular foi cortado na regiéo
do colo das plantas de tomateiro, com o0 auxilio de uma tesoura O Sgema radicular e a parte
afrea das plantas de tomateiro foram acondicionadas em sacos de papd digintos e secas em
estufa de drculacdo e renovacdo moddo MAO35 (Marconi) a temperatura de 65 + 3°C até
obter peso congante. ApGs a secagem foram determinadas as masses secas do Sgema
radicular e da pate afrea por meio de pessgem em badanca de precisso moddo EOD120
(OHAUSY).



3.6 Efeito dosisolados de Fnp em plantas de tomateiro

Paa veifica a aividade dos isolados 233, 233/1, 245, 2451, 251,
251/2, 251/5, 141/3 e 257 de Fnp raizes de plantulas de tomaeiro foram imersas durante cinco
minutos em uma sugpensto de conidios de cada isolado dos antagonistas, na concentragdo de
10° conidos mL™t. As plantulas foram cultivadas em vasos de 500 mL contendo substrato
(item 3.2) e gods 35 dias de cultivo em casa de vegetacdo foram redizadas as avdiaghes da
severidade da doenca, da dtura das plantas e das massas secas do sstema radicular e da parte
aérea das plantas de tomateiro, conforme descrito no item 3.5.

Os tratamentos condgiram de uma testemunha néo inoculada, uma
testemunha tratada com o meio de cultura BD autoclavado e os isolados de Fnp. Para o
tratamento tetemunha, 0 ssema radicular de plantulas de tomateiro foi lavado em agua de
tornera, sendo logo em seguida trangplantada para 0 subdrato de cultivo. Para as plantas
tratadas com meio de cultura BD, o sdema radicular foi lavado em &ua de torneira e
poderiormente imerso em meio de cultura BD durante cinco minutos e trangplantada logo
go0s para subgrato (item 3.2). As avdiagbes foram redizadas conforme descrito no item 35.
O ddineamento experimenta foi interamente casudizado, composto de dez repetigbes, sendo
cultivada uma planta por vaso e cada planta condituiu uma repeticdo, conforme descrito no
item 3.4.

3.7 Efeito dos isolados de Fnp na reducédo da severidade da Murchade—usario do
tomateiro
Para avdiar a dividade dos isolados de Fnp na reducéo da severidade
da Murcha-de-Fusaio do tomaero, méodos de introducdo dos antagonistas foram
estudados, dém de selecionar o isolado mais eficiente em diminuir a severidade da doenca

371 Tratamento do sdema radicular de plantulas de tomateiro com

inoculo produzido em meio liquido de Fnp

Para 0 preparo do indeulo liquido dos isolados Fp, discos de 5 mm de
didmetro de BDA, contendo edruturas fungicas foram tranderidos para Erlenmeyers, com



meo de cultura BD e mantidos a temperatura de 25 + 2°C, com agitagdo congtante de 150rpm.
Apds 10 dias de incubacdo o inoculo foi filtrado em dupla camada de gaze edeilizada e
determinou-se a concentracdo do indeulo com o auxilio de um hemocitdmetro.

O sdema radicular das plantulas de tomatero foi lavedo em &gua de
tornera para e retirar 0 excesso de subdrato e imerso na suspensio de indeulo dos isolados
233, 2331, 245, 2451, 251, 251/2, 251/5, 1413 e 257 de Fnp, na concentracio de 10°
conidios mL™. As mudas de tomaero foram transplantadas para substrato previamente
infetado com os isolados de Fol - 2 (isolados C-21A, TO1l e TO245). Paa s infestar o
substrato 50mL do indculo de Fol na concentragio de 10° conidios mL ! foi vertida em 450mL
de substrato, obtendo-se um a infestacio de 10° conidios mL™ de subgtrato. A infestacio foi
redizada 10 dias antes do trangplante das mudas. Apds 35 dias foram avdiados a severidede, a
dtura e as massas secas do Sstema radicular e da parte aérea de plantas de tomateiro (item
35). O deineamento experimentd e as andises edatidicas foram semehantes ao descrito no
item 3.4.

3.7.2 Tratamento do substrato para o cultivo de plantas de tomateiro com

indeulo produzido em talco de Fnp.

Para 0 preparo do indculo dos isolados de Fnp em tdco, 500mL de
ugpensio do indculo produzido em meio liquido, conforme descrito anteriormente  foram
vetidos em 1000g de tdco neutro (Chemico Industria e Comércio), incubados durante 10 dias
a temperatura de 25 + 2°C e seco durante 30 dias a temperatura ambiente (De Cd e d., 1995).
Apbs a secagem foram determinadas as unidades formadoras de colbnias (UFC) do indeulo,
por meo do méodo de diluicio em s&ie, plagueando-se as diluigdes 10° e 104 em mdo de
cultura semi-seletivo paraFusarium spp. (Nash & Snyder, 1962).

Apbs 7 dias da infestacdo do subgtrato com os isolados CA4A, C-21A
TO11 e TO245 de Fol - 1 e 2 foram adicdonados 50g de indculo em tadco dos isolados 233,
2331, 245, 2451, 251, 251/2, 251/5, 141/3 e 257 de Frp em 450mL™ de substrato, resultando
na concentracdo de 10° UFC mL™ de substrato dos antagonistas. Apds 3 dias do tratamento do
substrato com indeulo dos isolados de Fnp, as mudas de tomaeiro foram transplantadas para o
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subgtrato. As avdiagbes foram conforme destrito no item 35. O ddineamento experimentd e
as andlises edatidticas foram seme hantes ao descrito no item 3.4.

3.7.3 Tratamento do subgrato para producdo de mudas com inéculo dos

isolados de Fnp
Méodos de introducdo dos antagonistas no Sbdtrato para a producdo

de mudas foram edudados paa avdiar a aividade dos isolados de Fnp na reducdo da
severidade da doenca.

3731 Tratamento do subdsrato para producdo de mudas com indculo

produzido em meio liquido de Fnp

Para se tratar 0 subgtrato para producéo de mudas de tomateiro, 50mL
de inéculo liquido dos isolados de Frp na concentragio de 10° conidios mL™ foi adicionado
em 450mL do subdrao Multihotd previamente autoclavado, obtendo-se a concentragdo de
10° UFC g' de subgtrato. Dez dias apds 0 tratamento do substrato foi redizada a semeedura de
tomateiro em bandgas de isopor. Apés 30 diass da emergéncia das plantulas estas foram
trangplantadas para subgrato previamente infestado com os isolados de Fol (item 34). Aos 35
dias apos o trangplante foram redizadas as avdiaghes conforme decrito no item 35 O
delineamento experimentd e as andisess edatidticas foram semdhantes a0 destrito no item
34.

3732 Tratamento do substrato para producdo de mudas com indculo

produzido em talco de Fnp

Para s tratar 0 subgtrato para producéo de mudas de tomateiro, 50g do
indculo em taco na concentracgo de 100 UFC g dos isolados Fnp foram incorporados em um
substrato Multihortd  previamente autodlavado a 121°C, lam, durante 1 hora por dois dies
consecutivos, obtendo-se a concentracid de 10 UFC ¢! de substrato. Dez dias gpds o
tratamento do subsrato foi redizada a semeadura de tomaeiro em bandgas de isopor,



conforme descrito no item 33, Apds 30 dias da emergéncia das plantulas, estas foram
trangolantadas para subgtrato previamente infetado com os isolados de Fol (item 34). As
avdiaghes foram semdhantes ap descrito no item 35. O ddineamento experimenta e as
andise edatidticas foram semehantes ao descrito no item 3.4.

3.8 Efeito de concentragfes do isolado 251/2 de Fnp na reducéo da severidade da

M urcha-de-Fusario do tomateiro

Os isolados de Fnp avdiados quanto a eficiénca na reducdo da
sveridade da Murcha-de-Fusaio do tomatero apresentaram atividede de biocontrole, sendo
sdecionado o isolado 251/2 de Fnp para os estudos com diferentes concentragdes do indeulo.

Para verifica a mdhor concentracéo do isolado 251/2 de Fnp paa a
reducdo da severidade da doenca causada pedo isolado TO245 de Fol - 2, 0 9dema radicular
de plantulas de tomaeiro cv. Viradoro produzides em subdrato sem infetacdo com o
patégeno foi imerso nas concentragdes 10*, 10°, 10° e 10" conidios mL™ durante 5 minutos, e
as mudas transplantadas para substrato previamente infestado com o isolado TO245 de Fd - 2
raca 2 nas concentragbes 10°, 10° e 10° oconidios mL?. Além desses tratamentos foram
acrestidos uma tetemunha sem a presenca do isolado 251/2 de Fnp e um tratamento infestado
com as diferentes concentragbes de indculo do isolado TO245. Apds 35 diss do transplante
foram redizadas as avdiagbes, conforme descrito no item 35. O ddineamento experimentd e
as andlises edtatigticas foram seme hantes ao descrito no item 3.4.

39 Efeito de métodos de introducdo do isolado 251/2 de Fnp na supressdo da

Mur cha-de-Fusério do tomateiro

Paa s veifica qud a mé&odo mas promissor de introducdo do
isolado 251/2 de Fnp na concentracgo de 10° conidios mL™! na reducio da severidade da
Murcha - de - Fusaio causada peos isolados C21A, TO11 e TO245 de Fo - 2, plantulas de
tomateiro cv. Viradoro foram cultivadas em substrato infestado com a concentragio de 10°
conidios mL ™ dosisolados de Fal - 2. Os métodos de introduco do antagonista foram:



@ Mudas de tomaeiro foram produzides em subdrao autodavedo e 30
dias gpds a emergéncia foram trangplantadas para subdrato de cultivo tratado previamente
com indeulo produzido em tdco do isolado 251/2 de Fnp na concentracio de 10° UFC mL*
(item 3.7.3.2);

(b) Mudas de tomaero foram produzides em subdrato tratado com
inbculo do isolado 251/2 de Fnp produzido em tdco (iten 3.7.32) na concentracio de 10°
UFC mL? e trangdlantadas aos 30 dias apds a emergéncia, para substrato tratado previamente
com indculo também produzido em talco na concentracgo de 10° UFC mL ™ (item 3.7.2);

(© Mudas de tomaero foram produzides em subdrato tratado com
indculo produzido em taco do isolado 251/2 de Fnp na concentraggo de 10° UFC mL™t (3.7.2)
e trangplantadas aos 30 dias gpds a emergéncia para substrato de cultivo;

(d) Mudas de tomatero foram produzides em subdrato autocdlavado e aos
30 dias gp0s a emergéncia as mudas foram trangplantadas para subgtrato de cultivo tratado
previamente com inoculo produzido em meio liquido do isdlado 251/2 de Fnp na concentracéo
de 10° conidiosmL %;

(e Mudas de tomaero foram produzides em subdrao tratado com
inbculo produzido em meio liquido do isolado 251/2 na concentraggo de 1P conidios mL*
(item 3.7.3.1) e aos 30 dias gpds a emergéncia as mudas foram transplantadas para substrato
tratado previamente com inoculo produzido em meo liquido dos isdlado 251/2 de Fp na
concentraczo de 10° conidios mL ™

() Mudas de tomaero foram produzides em subdrato tratado com
indculo produzido em meio liquido do isolado 251/2 de Fnp na concentracdo de 10° conidios
mL? (ten 3731 e aos 30 dias gpds a emergéncia, as mudas foram transplantadas para
subgtrato de cultivo.

Apbs 35 dias do trangplante das mudas de tomaeiro para o subgtrato
de cultivo foram redizadas as avdiagbes, conforme descrito no item 35 O ddineamento

experimentd e as andises edtatidticas foram seme hantes a0 descrito no item 3.4.



4 RESULTADOS

4.1 Teste de patogenicidade dos isolados CA4A, C-21A, TO11eTO245deFol -1 e 2

A cultivar Viradoro, ressente ao patdgeno Fol - 1, quando cultiveda
em subdraio infetado com diferentes concentragbes do isolado CA4A de Fol - 1
aoresentaram as notas médias de severidade de 2,66 e de 1,00 para a concentracio de 1P
conidios mL? de Fol - 1 e paa as platas cultivadas em subsrao ndo infestado,
repectivamente (Tabela 1). Os vaores das dturas e das massas secas do sstema radicular das
plantas cultivadas em substrato infestado com as concentragdes de 10°, 1¢*, 10 e 10° conidios
mL! de Fol - 1 néo diferiram estatisticamente entre S. Entretanto, diferiram estaisticamente
guando comparados com o0s vdores das plantas cultivadas em subgsrato néo infestado. Os
vaores da massa seca da pate aérea das plantas cultivadas em subgtrato infetado com o
padgeno ndo diferiram eddidicamente, quando comparados com 0s vdores das plantas
cultivadas em substrato sem infestaco.

As platas de tomaero cultivades em subdrato infestado com
diferentes concentragbes do isolado C-21A de Fd - 2, goresentaram os vaores da severidade
da doenca de 4,16 e 366 para as concentragdes 1P e 10° conidios mL ™, respectivamente,
diferindo eddidicamente das plantas sadias (Tabela 1). O vdor de 30,66cm da dtura das
plantas cultivadas em substrato infestado com a concentracdo de 10° conidics mL ™! de Fol - 2
diferiu edetisticamente das demas concentrages e do resultado das plantas cultivadas em
subgtrato sem infedtacd0. As massas secas do Sdema radicular das plantas de tomateiro



quando cultivadas em substrato previamente infestado com as concentragdes 10°, 10° e 10¢
conidios mL™! de Fol - 2 foram de 0,79, 0,759 e 0,77g, respectivamente, enquanto as plantas
cultivadas em subdrao sem infestacéo goresentaram 0 peso de 1,68g da massa seca do
sgema radicular. Quando as plantas foram cultivadas em subgrato infestado com o patdgeno,
a massas secas da parte agrea ndo diferiram edtatigticamente quando comparados com os das
plantas cultivadas em substrato ndo infestado.

As platas de tomaero cultivadas em subdrao infetado com as
concentragbes do isolado TO11l de Fd - 2 goresentaram um menor desenvolvimento quando
comparadas com a testemunha ndo inoculada (Tabela 1). Nas concentragbes de 10° e 10P
conidios mL™! do fungo as severidedes da doenca foram de 4,83 e 3,66, respectivamente,
diferindo edtatisicamente das plantas cultivadas em substrato sem infestagéo. As massas secas
do dgema radicular das plantas cultivades em subdrao infetado néo diferiram entre g,
entretanto, diferiram edatisticamente das plantas tetemunhas. As massa secas da pate agrea
de plantas cultivades em substrato infestado com as concentragdes de 10° e 1P conidios mL™
de Fo — 2 foram de 1,759 e 1,53g, respectivamente, enquanto que nas plantas cultivadas em
ubgtrato sem infestacéo foi de 3,659.

Quando as plantas de tomatero foram cutivadas em subdraio
infetado com o isolado TO245 de Fol - 2 goresentaram um menor desenvolvimento quando
comparadas com o da tesemunha n& inoculada (Tabela 1). As concentragdes 10° e 10°
conidios mL™ do isolado TO245 de Fol — 2 apresentaram vaores @& 5,00 e 6,00 da severidade
da doenca, respectivamente, sendo que a concentracdo 10° conidios mL™! proporcionou a
morte de todes as plantas. As plantas cultivadas em subdrato infetado com o isolado TO245
de Fo - 2 nas concentragdes de 10° e 10° conidios mL™ gpresentaram os vaores de 0,44g e
054g para as massas secas do Sdema radicular, respectivamente, diferindo  edtatisticamente
quando comparados com o vador de 1,659 da messa seca do Sgema radicular de plantas
cultivadas em subgrato ndo infetado. A massa seca da parte aérea de plantas de tomateiro
cultivadas em substrato infestado com Fol na concentraggo de 10° conidios mL™ foi de 1,22g,
diferindo edatidicamente do peso de 3659 das plantas cultivades em subdrato sem

infestaco.



Tabda 1. Efeito de concentracgdes de Fol - 1 e 2 na severidade da Murcha-de-Fusério, na altura e nas massas secas do sstema

radicular (PR) e da parte aérea (PA) de plantas detomateiro cv. Viradoro.
Isolado CA4A (Fol - 1)

Tratamento Severidade Altura(cm) P.R.(g) P.A.(9)
Testemunha 1,00c 46,23a 1,67a 2,69
1¢ 266a 32,150 1,04b 26la
10 2,16ab 30,830 1,01b 25la
1d* 1,66bc 32,31b 1,00b 246a
10° 1,00c 33080 1,00b 25la
Isolado C-21A (Fal - 2)
Severidade Altura(cm) P.R.(g) P.A.(9)
Testemunha 1,00c 51,36a 1,68a 4,30a
1 4,16a 30,66d 0,79 151c
10 3,66ab 33,83dc 0,75¢ 1,760
1d* 333 35,71bc 0,77¢ 1770
10° 3,16b 38,11b 0,960 1,917b
Isolado TO11 (Fol - 2)
Severidade Altura(cm) P.R.(Q) P.A(Q)
Testemunha 1,00d 46,23a 1,65a 3,65a
1¢ 4.83a 30.21c 0,64b 1,75d
10 3,66b 30,71c 0,630 1,53dc
1d* 2,66C 34,48ch 0,61b 1,64ch
10° 233¢ 35980 0,74b 181b
Isolado TO245 (Fal - 2)
Severidade Altura(cm) P.R. (g) P.A (g)
Testemunha 1,00d 46,23a 1,65a 3,65a
1 5,00ab 2958¢ 0,44c 122¢
10 6,00a od od od
1d* 383b 36,500 0,54c 1,600
10° 3,16c 3641b 0,76b 2,37b

Indice médio de severidade (Notas entre 1 e 6). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem edtaicamente entre 9, de acordo com o
teste Tukey (p<0,05).

ac



Dessa forma, fica demondrado que os isolados utilizados S0
adequados para 0 estudo, tendo sido sdecionado a concentragdo de 10° conidios mL! do
isolado CA4A de Fol — 1 e dos isolados C-21A, TO11 e TO245 de Fol -2 para as avdiacles
posteriores.

4.2 Efeito dosisolados de Fnp em plantas detomateiro

A saveridade da doenca, a dtura e as massas secas do Sstema radicular
e da pate a&rea de plantas de tomateiro inoculadas com os isolados 233, 233/1, 245, 245/1,
251, 251/2, 251/5, 141/3 e 257 de Fnp nédo diferiram edaigticamente quando comparadas com
as plantas ndo inoculadas e com as plantas tratadas com 0 meio de cultura BD (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito dos isolados de Fnp na severidade da Murcha-de-Fusério, na altura, nas
massas secas do sistema radicular (PR) e da parte aérea (PA) de plantas de

tomateiro cv. Viradoro.

Tratamento Severidade Altura (cm) P.R.(g) P.A.(Q)

Testemunha 100 60,90a 262a 4,06a
Meio de cultura (BD) 1,00 5054a 261a 402a
233 1,00 59,36a 258a 403a
2331 1,00 59,83a 263 405a
141/3 1,00 60,53a 259 405a
251 1,00 60,25a 259 4,06a
251/2 1,00 6046a 260a 403a
251/5 1,00 60,05a 260a 404a
245 1,00 60,53a 258 403a
2451 1,00 6048a 258 405a
257 1,00 60,16a 260a 405a

Indice médio de severidade (Notas entre 1 e 6). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
edtaticamente entre 9, de acordo com o teste Tukey (p<0,05).
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4.3 Efeito dos isolados de Fnp na reducéo da severidade da Murchade-Fusério do

tomateiro

431 Tratamento do dgema radicular de plantulas de tomateiro com

in6eculo produzido em meio liquido de Fnp

O isolado G21A de Fal - 2 proporcionou as severidades da doenca de
183 e 200 paa as plantas de tomatero tratadas com os isolados 257 e 245/1 de Fnp,
regpectivamente, diferindo edatisticamente das plantas néo tratadas com os isolados de Fnp
(Tebela 3). As dturas das plantas de tomateiro foram edatigticamente semehantes para os
isolados de Fnp, ndo diferindo edatisicamente do resulteado de 52,33cm da dtura das plantas
ndo inocdadas, mas diferindo edaidicamente da dtura das plantas cultivadas em subdrato
infetado com o padgeno (Tabea 3). A massa seca do Sgema radicular ndo  gpresentou
diferenca eddidica entre os tratamentos avdiados. Com excecdo do isolado 251/2 as plantas
tratadas com os demais isolados diferiram edtatisticamente quanto a massa seca da parte aérea,
bem como diferindo edatidicamente quando comparadas com O resultado das plantas
cultivadas em subgtrato infestado com o isolado C-21A deFal - 2.

As pdatas traadess com os isolados néo patogénicos diferiram
eddidicamente quando comparadas com 0 resultado de 3043cm da dtura das plantas
cultivadas em subdtrato infetado com o isolado TO11 (Tabela 3). O controle da doenca foi de
36,05%, 31,97% e 31,9/% paa as plantas tratadas com os isolados 251/2, 245/1 e 141/3,
respectivamente, seguido dos demas isolados, diferiram eddigicamente quando comparados
com o das plantas cultivadas em subgtrato infestado. A massa seca da parte aérea de plantas de
tomatero traado com os antagonidas diferiu edatisticamente das obtides das plantas
cultivadas em subdrato infetado com o padgeno. Também paa a massa seca do dsema
radicular das plantas tratadas com os isolados de Fnp, estes proporcionaram vaores superiores

as cultivadas em subgtrato infestado com o patdgeno.
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Tabeda 3. Efeito dos isolados de Fnp (inéculo produzido em meio liquido) na severidade

da Murcha-de-Fusario, na altura e nas massas secas do sstema radicular (PR)

e da parte aérea (PA) de plantas de tomateiro cv. Viradoro cultivadas em
subgtrato infestado com Fol - 2.

Isolado C-21A (Fol -2)

Tratamento Severidade Altura(cm) P.R.(Q) P.A.(g)
Testemunha 1,00b 52,33a 0,8% 311a
Fol* 3,66a 41,36c 0,72a 1,82
233 2,333 49,88ab 0,88a 252bcd
233/1 2,16ab 50,18a 0,85a 2,35cd
141/3 2,16ab 51,46a 104a 2,82abc
251 2,33ab 52,61a 0,82a 2,48bcd
251/2 2,16ab 44,66b 0,85a 2,11de
245 2,16ab 47,118b 0,92a 2,69abc
245/1 2,00b 48,08ab 0%a 2,66bcd
257 1,83b 49,25ab 091a 3,01ab
Isolado TO11 (Fol -2)
Severidade Altura (cm) P.R.(Q) P.A.(g)
Testemunha 1,00c 52,63a 1,05a 293a
Fol* 4,16a 3043e 0,64d 125
233 3,16ab 43,48cd 0,88abc 2,62hc
233/1 3,83ab 50,80ab 0,68cd 2,32
141/3 2830 49,25abc 0,86abc 2,42hc
251 3,00ab 48,35abc 0,77bcd 3,26a
251/2 2,66b 39,68d 0,84abcd 158d
245 3,00ab 4855ahc 0,93abc 159d
245/1 2830 50,38ab 0,90a 2,61bc
257 3,33ab 44,81bcd 0,96ab 2,60bc
Isolado TO245 (Fol -2)
Severidade Altura(cm) P.R.(g) P.A.(9)
Testemunha 1,00c 53,06a 0,9% 307a
Fol* 483a 30,21c 0,27c 0,80d
233 2,50b 49,80a 0,73b 1,73bc
233/1 2,00b 50,85a 0,87ab 1,96b
141/3 2,16b 51,93a 0,92a 293a
251 233 43,15 0,75b 1,59bc
251/2 3,00b 39.21b 0,83ab 1,45¢
245 2,500 4351b 0,84b 1,8bc
245/1 2,50b 50,10a 0,74b 192b
257 2,50b 42,08b 0,83ab 1,58bc

Indice médio de severidede (Notas entre 1 e 6). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
edaticanente entre d, de acordo com o tete Tukey (p<0,05). *Fol. As mudas foram

produzidas em substrato néo tratado com os isolados antagonistas.



Para 0 isolado TO245 de Fol - 2, as plantas tratadas com os isolados de
Fnp diferiram edatigicamente do desenvolvimento (dtura e massas secas do Sstema radicular
e da pate aéreq) das plantas cultivadas em substrato infestado com o patdgeno. Ndo houve
diferenca quanto a severidade da doenca entre as plantas tratadas com os isolados de Fnp.
Entretanto, todas as plantas tratadas com os isolados de Fnp diferiram edtatisticamente quando
comparadas com as plantas cultivadas em subdraio infetado com o isolado TO245 de Fal - 2
(Tabela 3).

432 Tratamento do substrato para cultivo de plantas de tomateiro com
inéculo dosisolados de Fnp

4321 Tratamento do substrato para cultivo das plantas de tomateiro com
inoeulo produzido em talco de Fnp

As platas cultivadess em subdrato previamente tratado com oS
isolados de Fnp agoresentaram um desenvolvimento (dtura e massas secas do Sstema radicular
e da pate afrea das plantas de tomateiro) equivdente a0 da testemunha cultivada em subgtrato
infestado com o isolado CA4A deFdl - 1 (Tabela4).

A sveaidade da doenca vaiou entre 1,16 e 133 ndo diferindo
edatiidicamente quando comparado com as plantas cultivadas em substrato infestado com o
isolado CA4A Fol - 1. Para os substratos infestados com os isolados C-21A, TO11 e TO245
de FO - 2 todos os isolados de Fnp proporcionaram um desenvolvimento edtaisticamente
uperior ao traamento com o0s subgratos infestados com os padgenos (Tabela 4). As
severidades da doenca variaram entre 1,16 e 1,66; 1,66 e 250; 1,16 e 250 paa as plantas
tratadas com os isolados de Fnp e cultivadas em subdrato infetado com os isolados C-21A,
TOll e TO245 de FO - 2, repectivamente, diferindo edatisicamente das plantas cultivadas
em subgirato infetado em com os isolados C-21A, TO11 e TO245 de Fol - 2. Essas notas
correspondem a um controle estimado entre 65 e 50%, 59 e 37%, 75 e 44% para as plantas
tratadas com os isolados de Fnp e cultivadas em subdtrato infestado com os isolados G-21A,
TO11 e TO245 de Fal - 2, respectivamente.



Tabela 4. Efeito dos isolados de Fnp (indculo produzido em talco) na severidade da Murcha-de-Fusario, na altura e nas massas

secas do sstema radicular (PR) e da parte aérea (PA) de plantas de tomateiro cultivadas em substrato infestado com

Fol-1le2.
Isolado CA4A (Fol - 1) Isolado C-21A (Fol - 2

Tratamento Severidade Altura P.R.(9) P.A.(9) Severidade Altura(cm) P.R.(Q) P.A.(9)

Testemunha 1,00a 41,20a 084a 2,13 1,00a 45,16a 0,71a 248a
Fol* 1,83a 3813 0,6% 1,75¢ 3,33c 35430 0,31c 093¢
23 1,33a 41,10a 0,70ab 2,01ab 1,33b 43,38a 0,58ab 1,72d
233/1 1,16a 41,66a 0,74ab 2,04ab 1,66b 46,16a 0,65ab 2,29abc
1413 1,16a 40,35a 0,66ab 2,02ab 1,33b 46,26a 049 2,08c
251/2 133a 4143a 0,69ab 1,93ahc 1,16b 44.48a 0,67a 1,74d
251/5 1,16a 41,66a 064b 1,86bc 1,33b 42,50a 0,62ab 2,17hc
245/1 1,33a 4281a 064b 1,90abc 1,16b 4451a 0,58ab 1,71d
7 133a 39,96a 064b 1,96abc 1,33b 40,368b 0,64ab 161d

Isolado TO11 (Fol - 2) Isolado TO245 (Fol - 2)
Severidade Altura P.R.(g) P.A.(9) Severidade Altura(cm) P.R.(0) P.A.(9)

Testemunha 100c 4743a 150a 3,73a 1,00c 50,61a 121a 4,02a
Fol* 4,00a 34,63c 047f 1,69f 4,50a 26,63d 0,30h 093g
23 2,16bc 39,48bc 0,93cde 2,8% 2,00bc 49,9%0a 0,92cde 3,75ab
233/1 1,83bc 4721a 0,89de 2,43bcd 1,66bc 49,08a 1,01bc 3,36abcd
1413 1,83bc 46,63ab 0,89de 2,05de 2,00bc 45,05ab 1,01bc 3,10bcd
x1 1,83bc 42,15ab 1,03bc 2,00def 2,00bc 45,21ab 0,90de 2,80bc
251/2 1,83bc 43,03ab 087e 2,07de 1,16¢c 41,03abc 0,99bcd 2,63de
251/5 2,16bc 45,15ab 087e 1,98¢f 1,16¢c 46,11ab 0,88e 2,71cde
245 1,66bc 44,86ab 1,01bc 2,25¢cd 1,83bhc 39,28hc 0,72f 2,29¢f
245/1 2,16bc 46,01ab 107 2,57bc 2,50b 33,40cd 0,649 167
7 2,50b 45,85ab 0,96bcd 2,40cd 1,83bc 42,538b 1,02b 3,40abc

Indice médio de severidade (Notas entre 1 e 6). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estaicamente entre S, de acordo com o
teste Tukey (p<0,05). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem edtatigicamente entre 9, de acordo com o teste Tukey (p<0,05%).

*Fol. As mudas foram produzidas em substraio néo tratado com os isolados antagonistas.

e
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433 Tratamento do subgrato para producdo de mudas com inéculo dos

isolados de Fnp

4331 Tratamento de subgtrato para producdo de mudas com inoculo

produzido em meio liquido de Fnp

O desewvolvimento das mudas produzides em subdrato infestado com
inoculo produzido em meo liquido dos isolados de Fp e cultivadas poderiormente em
substrato com os isolados C-21A, TO11 de Fol - 2, diferiu eddidicamente das plantas cujos
ubdratos para a producdo de mudas néo foi tratado com os isolados de Fnp (Tabda 5). A
severidade da doenca para as plantas cujas mudas foram produzides em subdtratos tratados
com os iolados de Fnp e trangolantadas para subdtrato infestado com os isolados C-21A e
TO1l de Fd - 2 difeiu da severidade da doenca das plantas, cujas mudas ndo foram
produzidas em substrato tratado com o antagonista (Tabeab).

Para 0 isolado TO245 de Fol — 2 a severidade da doenca das plantas
cujas mudas foram produzides em subdrato tratado com os isolados 233, 233/1, 251/2, 245/1 e
257 de Fnp, diferiu edatisicamente quando comparada com as plantas tratades com os
isolados 141/3, 251, 251/5 e 245 de Fnp e com as plantas cujas mudas néo foram produzidas
em subdrato tratado com os isolados antagonistas e cultivadas em subgrato infetado com o
patdgeno (Tabela 5). Todas as plantas morreram durante a execugdo do ensaio, quando
produzides em subgratos tratados com os isolados 141/3, 251, 251/5 e 245 e cultivadas em
ubgratos infestados com o isolado TO245 de Fol ragca 2. Assm, os iolados 233, 233/1,
251/2, 245/1 e 257 foram dfidentes em reduzir a severidade da doenca causada peo isolado
TO245 de FO - 2 (Tabeda 5). As mudas de tomaero cv. Viradoro produzidss em subgtratos
tratados com indculo produzido em meo liguido dos isdlados 233, 233/1, 251/2, 2451 e 257
de Fnp e cultivadas em subdraio infetado com o isolado TO245 de Fol - 2 goresentaram o
desenvolvimento  inferior a0 da tetemunha (43,73cm), mas muito superior a0 das plantas
cujas mudas néo foram produzidas em subgrato tratado (Tabelab).



29

Tabea 5. Efeito dos isolados de Fnp no tratamento de substrato (inéculo produzido em
meio liquido) na severidade da Murchade-Fusdrio, na atura e nas massas
secas do sstema radicular (PR) e da parte aérea (PA) de plantas de tomateiro
cv. Viradoro cultivado em substrato infestado com inoculo de Fol - 2.

Isolado C21A (Fol - 2

Tratamento Severidade Altura(cm) P.R.(Q) P.A.(Q)
Testemunha 1,00c 46,13a 313a 4,23a
Fol* 4,67a 28,93c 0,83d 1,74d
233 317b 40,02b 157b 2,46¢c
233/1 333 38,130 13% 2,56¢c
141/3 2,670 41,72ab 1,50bc 3,16b
251 333 38,13ab 1,3%bc 2,56¢
251/2 2,500 38,920 157b 3,04b
251/5 2830 37,05b 1,61b 331b
245 317b 41,13ab 157b 271c
245/1 283b 41,22ab 1,49bc 2,66¢
257 317b 37,450 1,52bc 248c

Isolado TO11 (Fol - 2
Severidade Altura(cm) P.R.(g) P.A.(g)

Testemunha 1,00c 44.97a 2,63a 4 56a
Fol* 367a 26,65d 0,73c 1,16c
233 2,500 33,880 1,56b 2,60b
233/1 2,83ab 36,93bc 1,61b 2,70b
141/3 267b 32,40c 1,71b 251b
251 267b 33,23¢c 147b 2570
251/2 2,33b 35,27bc 1,60b 261b
251/5 2,670 35,68bc 152b 2,64b
245 2,83ab 36,62bc 154b 2,55b
245/1 2,500 36,47bc 165b 2,60b
257 2,500 37,870 1,62b 2,61b

Isolados TO245 (Fol -2)
Severidade Altura(cm) P.R.(Q) P.A.(g)

Testemunha 1,00c 4373a 277a 445a
Fol* 6,00a 0,00c 0,00c 000c
233 4,00b 34,950 1,4% 248b
233/1 3,500 3297b 1,4% 248b
141/3 6,00a 0,00c 0,00c 0,00c
251 6,00a 0,00c 0,00c 0,00c
251/2 3,33b 3243b 1470 2,500
251/5 6,00a 0,00c 0,00c 0,00c
245 6,00a 0,00c 0,00c 000c
245/1 3,500 32470 1,56b 251b
257 3,33 32,35b 1,46b 2,52b

Indice médio de severidade (Notas entre 1 e 6). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
edaticamente entre 9§, de acordo com o tete Tukey (p<0,05)* Fol. As mudas foram
produzides  em ubgtrato néo tratado com 0s isolados  antagonidas



4.3.3.2 Tratamento de substrato para producdo de mudas de tomateiro com

inoculo produzido em talco de Fnp

As mudas de tomaero cv. Viradoro produzides em subdrato
previamente tratado com indculo produzido em tadco dos isolados de Fnp e cultivadss em
subdrato infetado com Fol agoresentaram 0 desenvolvimento  superior, quando comparadas
com a mudas produzides sem o0 antagonida e cultivadas em subdrato infetado com os
isolado CA4A de Fol — 1 e com os isolados C-21A, TO11 e TO245 de Fol - 2 (Tabela 6). A
sveridade da doenca de plantas de tomateiro, cujas mudas faam produzides em subsratos
tratados com os antagonidas diferiu eddidicamente da severidade da doenca das plantas
cultivadas em subgratos infestados com os isolados C-21A, TO11 e TO245 de Fal - 2 (Tabea
6). Também nesse estudo o isolado TO245 de Fol - 2 mostrourse mais severo que os isolados
C-21AeTOlldeFd - 2.

Os isolados de Fnp avdiados quanto a eficiéncia no controle da
Murcha - de -Fus&io do tomaero goresentaram adividade de biocontrole, sendo sdecionado o
isolado 251/2 de Fnp paa os edudos utilizando diferentes concentragbes e méodos de
introducdo do antagonista em subdrato de producéo e de cultivo de plantas de tomaeiro cv.

Viradoro.

4.4 Efeito de concentracOes do isolado 251/2 de Fnp na reducdo da severidade da

M ur cha-de-Fusario do tomateiro

A seveidade da doenca das plantas de tomaero cv. Viradoro
cultivades em aubdrato infetado com os iolado TO245 de Fol - 2 fo inversamente
proporciond a concentracdo do isolado 251/2 de Fnp presente na suspensdo, onde os Sgtemas
radiculares das mudas foran mergulhedos. O controle de doenca foi de aproximadamente
73%, 73% e 64% quando as plantas foram tratadas com o isolado 251/2 de Fnp na
concentrac 10° conidios mL™ e cultivadas em substrato infestado com as concentragdes de
10%, 10 e 10° conidos mL™* do isdlado TO245 de Fol - 2, respectivamente, diferindo das
demais concentragdes do isolado 251/2 de Fnp (Figura 1). Os resultados da dtura das plantas
cujos Sdemas radiculares foram tratados com o isolado 251/2 de Fnp foram superiores



guando comparados com o0s resultedos das plantas néo traladas e cultivadas em subdrato
infestado nas concentragbes de 10°, 10* e 10° conidios mL™! do isdlado TO245 de Fol raga 2
(Figura 2). As massas secas do sstema radicular e da pate aérea das plantas de tomateiro
tratadas com as concentragbes do isolado 251/2 de Fnp também foram superiores quando
comparados com os resultados das plantas néo tratades e cultivadas em subdrato infestado
com as concentracdes 10°, 10 e 10° oconidics mL™! do isdlado TO245 de Fol - 2
respectivamente (Figura 3 e 4). A dficiéncia do isolado 251/2 de Fnp em reduzir a severidade
da doenca foi mas evidente quando as plantas foram tratadas com as maores concentragdes
do inéculo e cultivadas em subdrato infetado com as menores concentragbes do isolado
TO245deFdl - 2.

45 Efeto de méodos de introducdo do isolado 251/2 de Fnp na supressdo da

M urcha-de-Fusario do tomateiro

A seveidade da doenca nas plantas produzides em subdrato tratado
com o inbculo do inlado 251/2 de Fnp obtido em tdco e depois cultivadas em subdrato
tratado com o0 mesmo indculo e infetado com o isnlado C-21A de Fol foi eddigicamente
semehante a tetemunha evidenciando a influéncia do antegonista (Tabela 7). Todas as outras
formas de introducdo do antagonista, com excecdo das plantas produzidas em subdrato tratado
com inbculo produzido em meo liquido e trangplatades para subdrato infetado com o
padgeno, diferiram do traamento cujas plantas foram cultivades sem a presenca do
antagonista no subgrato infestado com o isolado C-21A deFal - 2.

A dtura das mudas de tomateiro produzides em subdtraio tratado com
indbculo produzido em tdco do antagonista 251/2 de Fnp e tranglantadas para subdrato
também traado com o0 antegonida obtido da mesma forma foi semehante a tetemunha e
uperior a0 das plantas que desenvolveram em substrato infestado gpenas com o isolado G
21A de Fol — 2 (Tabela 7). Todas as outras formas de introduco do antagonista, cujas plantas
foram cultivados em subdrato infetado com o isolado C-21A de Fd - 2 goresentaram
desenvolvimento superior quando comparado com as plantas ndo tratadas com o antagonista



Tabela 6. Efeito dos isolados de Fnp no tratamento de substrato (inéculo produzido em talco) na severidade da Murcha—de-

Fusdrio, na altura e nas massas secas do sstema radicular (PR) e da parte aérea (PA) de plantas de tomateiro cv.

Viradoro cultivadas em substrato infestado com indculodeFol - 1 e 2.

Isolado CA4A (Fol - 1)

Isolado C-21A (Fol -2)

Tratamento Severidade  Altura P.R.(g) P.A.(Q) Severidade Altura P.R.(9) P.A.(g)
Testemunha 1,00a 42.25a 1,22a 3,67a 1,00c 46,13a 28la 440a
Fol* 3,00b 25,72c 0,60c 1,68f 4,66a 30,13c 0,57d 0.87e
233 2670 33,45b 0,93b 2,14d 2,66b 38,60b 1,54bc 252¢c
233/1 267b 36,87b 0,91b 2,18cd 3,00b 37,18 1,59bc 2,44dc
141/3 267b 33,22b 0,90b 2,04de 3,16b 37,73b 1,53bc 2,28d
251 250b 36,23b 1,02b 1,90ef 3,16b 36,93b 143c 2,56¢
251/2 267b 37,15b 0,97b 247b 283 36,18b 1,62bc 255¢
251/5 2,500 37,03b 0,99 2,3%b 2.66b 36,37b 1,69% 3,05¢c
245 2670 35,32b 0,98b 2,16cd 3.16b 38,30b 1,64b 2,47dc
245/1 2,500 37,52ab 0,95b 2,19cd 2,66b 36,40b 1,68b 2,42dc
257 2330 36,85b 0,96b 2,23bcd 2,66b 38,32b 1,53bc 253

Isolado TO11 (Fol - 2 Isolado TO245 (Fol - 2)
Severidade  Altura P.R.(9) P.A.(g) Severidade Altura P.R.(9) P.A.(9)
Testemunha 1,00c 43,63a 272a 4,45a 1,00e 39,73a 2,38a 4,65a
Fol* 3,80a 25,08¢c 0,73c 117c 6,00a 0,00d 0,00f 0,00f
233 233b 39,25b 162b 2,58b 4,17bcd 16,20b 0/46e 131e
233/1 2330 39,25b 1,62b 2,58b 4,83ab 16,63b 0,50ed 13le
141/3 2,500 37,15b 1,58b 2,61b 4,67bc 1340c 0,57ed 137e
251 2,500 38,30b 1,50b 2,45b 4,67bc 1340c 0,63d 124e
251/2 2,500 37,90b 1,70b 257b 317d 3590a 1,56b 254b
251/5 2,50b 38,43b 1570 2,57b 33d 36,20a 1,46bc 2,690
245 250b 37,43b 1,500 2,52b 3,67dc 35,62a 1,49bc 2,650
245/1 2,500 36,60b 1,62b 257b 4,67bc 16,37bc 0/46e 151d
257 233 38,58b 1,56b 2,56b 350d 35,00a 1,34c 234c

Indice médio de severidade (Notas entre 1 e 6). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem edtaticamente entre s, de acordo com

0 teste Tukey (p<0,05).* Fol. As mudas foram produzidas em substrato néo tratado com os isolados antagonistas.

€
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Tabela 7. Efeito de métodos de introducgé&o do isolado 251/2 de Fnp na severidade da M urcha-de-Fusario e na altura de plantas

detomatero cultivadas emsubstr ato infestado com isolados de Fol - 2.

Isolado C-21A Isolado TO11 Isolado TO245
Tratamento Severidade Altura(cm) Severidade Altura(cm) Severidade Altura(cm)
Testemunha 1,00d 60,07a 1,00d 60,07a 1,00d 60,07a
Fol* 333a 37,90c 4,33a 32,23e 533a 2297e
Substrato de cultivo de mudas tratado com 2,00bc 57,37b 1,67cd 53,58cd 217c 45,90c
indculo em talco
Substrato de producdo de mudas e substratos  1,55cd 57,97ab 1,50d 56,88b 2,00c 51,90b
para cultivo tratados com indculo produzido
emtalco
Substrato de produgdo de mudas tratado 1,67bcd 57,00b 2,50bc 52,43d 317b 48,67bc
com inéculo produzido em talco
Substrato de cultivo de mudas tratado com 2,00bc 53,12b 2,67b 52,62d 367b 49,03bc
in6culo produzido em meio liquido
Substrato de producgdo de mudas e substrato  1,83bc 57,38b 2,50bc 56,05bc 3,50b 4997b
de cultivo tratado com indculo produzido
emmeioliquido
Substrato para a producgéo de mudas tratado 2,5ab 56,05b 2,67b 51,38d 367b 35,73d

com indculo produzido em meio liquido

Indice médio de severidade (Notas entre 1 e 6). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem edtaicamente entre S, de acordo com o

tedte Tukey (p<0,05)* Fol. As mudas foran produzides em <ubdrao néo

traiado com os

isolados  antagonistas.



5 DISCUSSAO

Os edudos de patogenicidade dos isolados utilizados demondraram
que as concentragdes 10° e 10° conidios mL™* dos isolados G21A e TO11 de Fol - 2 causaram
uma maor severidade da doenca bem como diminuicgdo do desenvolvimento das plantas
guando comparados com a tetemunha cultivada em solo néo infestado. Por outro lado, o
isolado TO245 de Fd - 2 foi 0 mas paogénico, quando comparado com os demas isolados
Indusve, nas menores concentracbes do indculo do patdgeno as plantas  goresentaram
gntomas da doenca (Tabela 1). Esses resultados et@d de acordo com He e d. (2002) que
verificaam que a concentraggo de 10 UFC ¢' de solo de F. oxysporum f. sp. asparagi
promoveu a morte das plantas de aspargo em todos oS tratamentos, enquanto que em baixas
concentragdes de indeul o, todas as plantas de aspargo sobreviveram.

As plantas de tomaero cv. Viradoro resgente a0 Fol - 1
goresentaram baixa severidade da doenca quando foram cultivades em solo infestado com a
concentracio  10° conidios mL™? do isolado CA4A de Fol raca 1. Esses resultados demonstram
que a cultivar Viradoro gpresenta resgéncia a Murchade-Fusxio causado por Fol - 1
Andrade et a. (2000) verificaram que plantas de tomaero de diferentes cultivares inoculadas
com a concentragdo de 10° conidios mL™ dos isolados CG1, G7, CG21A e F23 de Fdl -2
goresentaram vaores superiores a 50% de incidéncia da doenca Em ensaios de avdiacéo de
ressténcia Santos e d. (1993) utilizaram a concentraco de 10" conidios mL™ do indeulo de
Faol - 1eFal - 2 para determinar aressténcia de plantas a doenca.



As plantas de tomatero cv. Viradoro, cujo 9dema radicular foi imerso
em uma supensio dos isolados 233, 233/1, 245, 245/1, 251, 251/2, 251/5, 141/3 e 257 de Fnp
e cultivadas em condigdes de casa de vegetacdo, ndo apresentaram sintomas de doencas
vasculares. 1o foi verificado por meio dos resultados da severidade da doenca, da dtura e das
massas secas do ssema radicular e da pate aérea das plantas de tomaeiro que néo diferiram
edatidicamente quando comparados com os vaores das plantas ndo inoculadas com os
isolados de Fnp (Tabea 2). Esses resultados etéo de acordo com os autores Beker e 4d.
(1978); Ishiba et d. (1981); Wymore & Baker (1982); Ogawa & Komada (1984); Schenelder
(1984); Alabouvette e d. (1984); Biles & Martin (1989); Gaibad e d. (1990a); Yamagushi
et d. (1992); Havas et d. (1995); Larkin & Frave (1999); He e d. (2001; 2002).

As mudas de tomateiro cv. Viradoro, cujo ssema radicular fol tratado
com os isolados 233, 233/1, 245, 245/1, 251, 251/2, 251/5, 141/3 e 257 de Fnp e cultivadas em
subgrato previamente infetado com os isolados CA4A de Fol - 1, G21A, TO11 e TO245 de
Fd - 2 goresentaram um maior desenvolvimento, bem como uma menor sveridade da doenca
(Tabda 3). I1sto = deve a acdo dos antagonistas por meio da competicdo por Sitios de infeccéo
(Schneider, 1984; Tamieti & Pramotton, 1990, Manded & Bake, 1991; Epavier &
Alabouvette, 1994), da competicdo por nutrientes (Louvet et d., 1981; Alabouvette, 1986;
Manded & Baker, 1991, Alabouvete & Couteaudier, 1992, Couteaudier, 1992) ou pea
inducdo de resgéncia (Manded & Baker, 1991; Lakin & Fravd, 1996; Fuchs et d., 1997,
Lakin & Favd, 1999; Benhamou & Gaand, 2001; Benhamou & d., 2002) por meio da
formacdo de proteinas relacionadas a patogénese (PRproteinas) como as quitinases e 3 1-3
glucanases (Duijff et d., 1999), formagdo de pectinese e cdulase (Benhamou & Garand,
2001). Ess reaultados sfo semehantes aos obtidos por Gaibddi e d. (1990b) que
verificaram a colonizecdo das raizes de plantas de med@o e rabanete peo isolado 233 de Fnp,
bem como com os isdlados 245, 233, 25V/1, 251/2, 251/3, 251/4, 251/5, 251/6, 2331, 2332,
2451, 141/3, 24510, 24511 de Fnp que foram dfidentes no controle da Murcha-de-Fusaio
do cavo (Gaibdd e d.1992), do ddamem (Gaibddi & Minuto, 1993, Minuto & 4d.,
1995b) e do manjericéo (Minuto et d., 19953).

Quando o0 Sgema radicular de plantas de tomaeiro foi imerso em
inbculo dos isolados de Fnp e as plantas cultivadas em subgrato infestado com Fol, todos os
isolados foram eficientes em reduzir a severidade da doenca (Tabela 3). Esses resultados estéo



de acordo com Gaibadi e d. (1986, 1987), Tramier e d. (1983), Podma & Ratink (1992),
Minuto e d. (1995b) que veificaam que os isolados de Fnp introduzidos tanto pea imersdo
das raizes antes do transplante, como pelo tratamento do solo, foram eficientes em colonizar a
rizodfera da planta, conseqlientemente prevenindo a penetracdo de Fnp nos tecidos vasculares.
Mantas de cravo cultivadas em solo infesado com F. oxysporumf. sp. dianthi e tratadas com
isolados de Fnp goresentaram uma menor incidéncia da doenca, quando comparadas com
plantas cultivades em s0lo infetado somente com o patdgeno (Garibddi e d., 1990b). Os
resultados das plantas de tomateiro cultivadas em subgratos infestados com os isolados de Fnp
formulado em taco (Tabda 4) foran samdhantes aos obtidos por Minuto et d. (1995b) que
verificalam que os iolados 251/2 e F1/11 de Fnp foram eficientes em controlar a doenga,
quando os isolados de Fnp foram formulados em taco e introduzidos no tratamento do solo ou
desraizes.

As mudas de tomatero produzides em subdrato tratado com indculo
liguido dos isdlados 233, 2331, 141/3, 251, 251/2, 251/5, 245, 2451 e 257 de Fp e
trangplantadas  para subdrato infetado com os isolados C21A e TOll de Fol - 2
repectivamente, goresentaram  uma menor  everidade da doenca, bem como um maor
desenvolvimento da pate aérea e do Sstema radicular. Entretanto, quando as plantas foram
cultivades em subdrato infestado com o isolados TO245 de Fol - 2, somente os isolados
233/1, 251/2, 245/1 e 257 de Fnp foram eficientes em reduzir a severidade da doenca (Tebda
5). Esses resultados et@o de acordo com Alabouvette e d. (1993) que verificaram que a
protecdo por meio de inducdo de ressténcia foi pouco efetiva em ensaios onde 0 antagonisa
edava fiscamente sgparado do patdgeno. Entretanto, a eficiéncia do controle foi verificada
quando os inlados Fo47 de Fnp fol introduzido no solo, devido provavemente ao mecanismo
de acdo do antagonista por meio de competicdo por nutrientes e Sitios de infeccéo.

As mudas de tomaero produzides em subgrato tratado com indculo
produzido em taco dos isolados de Fnp e cultivadas em subdraio infestado com os isolados
C-21A e TO11 de Fol raca 2 goresentaram uma menor severidade da doenga, bem como um
maor desenvolvimento. Por outro lado, quando as plantas foram cultivades em subdrato
infedado com o isolado TO245 de Fol - 2, somente os isolados 251/2, 251/5, 245 e 257 de Fnp
foran eficientes em reduzir a severidade da doenca (Tabda 6). Esses reaultados sfo
semdhantes aos obtidos por Minuto & d. (1997) e Yamagushi et d., (1992) que verificaram



gue os isolados 251/2 e MT0062 de Fnp goresentaram maior eficiéncia no controle da doenca
guando formulado em uma midura de oonidios fragmentos de micdio e damidésporos
dispersos em talco.

O isolado 251/2 de Fnp fo 0 mas eficiente em reduzir a severidade
da Murcha-de-Fushio do tomateiro em plantas de tomaero cv. Viradoro. Esse resultado estd
de acordo com Garibddi e d. (1992) e Minuto e d. (1995b) que verificalam a eficiéncia do
isolado 251/2 de Fnp em controlar a Murcha-de-Fusario do cravo e do manjericéo.

As plantas de tomateiro tratadas na concentracd de 10" conidios mL™
do isolado 251/2 de Fnp e cultivadas em subdrao infetado com o isolado TO245 de Fal - 2
na concentracdo de 10° apresentaram um maior desenvolvimento da parte aérea e do Sstema
radicullar, bem como uma menor severidade da doenca, quando comparades com as
concentragdes 10%, 10°, 10° conidiocs mL™ do isolado 251/2 de Fnp e com as plantas cultivadas
em substrato infestado com o isolado patogénico na concentracgo de 10° e 10° conidios mL™
(Fgura 1, 2, 3 e 4). Por outro lado, as plantas tratadas com as menores concentragdes dos
isolados de Fnp e cultivadas em subdraio infetado com as maores concentragbes dos
isolados patogénicos goresentaram uma maor severidade da doenga, ou sga uma menor
eficiéncdia na reducdo da severidade da doenca, bem como um menor desenvolvimento, néo
diferindo edaigticamente das plantas cultivadas em subsrato infetado com o padgeno. Os
resultados es@0 de acordo com Alabouvette & Couteaudier (1992) que avdiando a eficiéncia
do biocontrole da Murcha-de-Fusaio do tomateiro verificaam que quando o isolado Fo47 de
Fnp foi introduzido nas concentragdes de 1 x 10° e 1 x 10° propégulos mit, as plantas de
tomateiro gpresentaram menor severidade da doenca. O conhecimento da relacdo da densidade
de inbculo entre padgeno e antagonida podera determinr 0 nivd  populaciond  dos
antagonidas que S¥do requeridos para obter um controle satisfatdorio da doenca, tdo bem
quanto a0 nive populaciond do patdgeno em que os antagonidtas seréo eficientes (Manded &
Baker, 1991; Lemanceau & Alabouvette, 1991, Podma & Raitink, 1992, Minuto et d., 1995g
Hervés et d., 1995; Larkin & Fravel, 1999; Va debenito-Sanhueza & Sbnego, 2001).

As platas de tomaero da cv. Viradoro, cujas mudas foram
produzides em subdrao traado com indculo em tdco do isolado 251/2 e cultivadas em
subgrato tratado com indculo em tdco do isolado 251/2 de Fnp, goresentaram um maior
desenvolvimento (dtura e massas secas do Sdema radicular e da pate aéred), quando



comparadas com 0 desenvolvimento das plantas cultivadas em subdratos infestados com os
isolados C-21A, TO11, TO245 de Fol - 2. A severidade da doenca de plantas de tomateiro
tratades com o isolado 251/2 de Fnp e cultivadas em subgtrao infestado com o patdgeno
diferiram edatidicanente da severidade da doenca de plantas cultivadas em subdrato
infetado com os isolados C-21A, TO11, TO245 de Fol - 2. Os resultados demongtram que a
introducdo do isolado 251/2 de Fp formulado em tadco no tratamento de subgrato para a
producdo de mudas e no tratamento de subgraio para o cultivo das plantas foi 0 méodo mas
eficiente de introducdo do antagonita na reducdo da severidade da doenca causada pelos
isolados patogénicos C-21A, TO11 e TO245 de Fol - 2 (Tabda 7). A introducio dos isolados
de Fnp pode induzir a supressvidade do solo a Murcha-de-Fushio em subdratos para a
producdo de mudas e de cultivo de plantas de tomateiro. Esses resultados estéo de acordo com
Alabouvette e d. (1996, 1998 e 1999), conseglentemente para a reducdo da severidade da
doenca € necessaio conhecer a forma de introducdo do isolado antagonida, bem como a
concentracdo adequada para que 0 antagonista possa competir como o patégeno no solo.



4

6 CONCLUSOES

Os isdlados 233, 233/1, 141/3, 245, 2451, 251, 251/2, 251/5 e 257 de
Fusarium oxysporum ndo patogénicos sto eficientes na reducdo da severidade da Murcha-de-
Fus&rio do tomateiro causada por Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici raga 2

O isdlado 251/2 de Fusarium oxysporum ndo petogénico, entre os
isolados testados, € 0 mas dfidente em reduzir a severidade da doenca, devendo ser utilizado
na concentracao de 107 conidios mL™ .

A producédo de mudas de tomaeiro em subdrao tratado com o isolado
251/2 de Fusarium oxysporum néo patogénico formulado em tdco e trangplantades para
subgrato também tratado com o isolado 251/2 formulado em tdco é a mehor combinecdo de
formas de introducdo do antagonita para a reducdo da severidade da Murcha-de-Fusaio do
tomateiro causada por Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici raca2.
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