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CAPITULO 1: REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO

A populagdo mundial devera expandir até 2050 e, com isso o desafio de
garantir um nivel adequado de seguranga alimentar envolve a expanséo
sustentavel da producéo global de alimentos (BARBOSA; SANTANA, 2012),
principalmente alimentos com alto valor proteico. O gréo-de-bico é uma das
principais leguminosas ricas em proteinas, vitaminas, minerais e fibra,
utilizada na alimentacdo no sul da Europa, norte da Africa, india e paises do
Oriente Médio (IQBAL et al.,, 2006). Essa leguminosa pode tornar-se uma
fonte alternativa de proteina para reduzir a desnutricdo proteica nos paises
em desenvolvimento e melhorar o estado nutricional global de alimentos
funcionais nos paises desenvolvidos (SHARMA et al., 2013), além de
aumentar a renda do produtor.

Esforcos no ambito da pesquisa tém sido feitos na tentativa de
expandir a cultura no Brasil. Estudos desenvolvidos no Rio Grande do Sul
(MANARA; RIBEIRO, 1992), em S&o Paulo (BRAGA et al; 1992), em Minas
Gerais (BRAGA et al., 1997; VIEIRA et al., 1999), no centro-oeste
(GIORDANO, 1998) e no Cerrado do Planalto central (ARTIAGA, 2012)
mostraram que o grao-de-bico se adapta as condi¢Bes edafoclimaticas de
vérias localidades, inclusive as do Norte de Minas Gerais (MOTA, 2013).
Entretanto a producdo dessa leguminosa pode ser limitada pela ocorréncia
de doencas causadas por fungos de solo, dentre eles espécies de Fusarium
(HARVESON, 2011; JIMENEZ-FERNANDEZ et al., 2011; NENE et al., 2012;
TRAPERO-CASAS; JIMENEZ DIAZ, 1985; WESTERLUND; CAMPBELL;
KIMBLE,1973). Estudos relatam a associacdo patogénica de Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris e Fusarium solani as plantas de grédo-de-bico no
Brasil (ARTIAGA et al., 2012; CABRAL et al., 2013; SHARMA;
CERCAUSKAS, 1985), porém no pais sdo escassos 0s estudos que
comprovem a etiologia das doencas que ocorrem no grao-de-bico e o

potencial patogénico das espécies envolvidas. Esses estudos sao essenciais
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para tracar estratégias de manejo e projetar programas de melhoramento, a
fim de reduzir as elevadas perdas causadas pelas doencas.

Para producéo sustentavel do grédo-de-bico, sdo necessarias medidas
fitossanitarias que previnam o surgimento de doencas e garantam uma boa
produtividade das culturas, contudo sem causar prejuizos ao homem e ao
ambiente, e sem deixar residuos nos alimentos. Para atender a essas
premissas, o uso do controle biol6gico com fungos do género Trichoderma
sp. pode ser uma alternativa promissora. Esses microrganismos sé&o
amplamente estudados como agentes de controle biol6gico e tém grande
potencial para serem utilizados no controle de doencgas que afetam a cultura
do gréo-de-bico (AKRAM et al.,, 2013; MERKUZ; GETACHEW, 2012;
MORADI et al., 2012).

No Brasil, a escassez de bioformulados a base de Trichoderma sp.
registrados no MAPA tem sido um entrave na utilizacdo agricola desse
agente biolégico (MACHADO et al., 2012). Porém, segundo Bettiol et al.
(2012), acredita-se que os produtos contendo agentes de biocontrole
ganhardo o mercado devido as politicas publicas de base ecoldgica para a
agricultura adotadas por diversos paises, a pressdo da sociedade para
consumir alimentos livres de agrotoxicos, e a conscientiza¢do dos problemas
de contaminac¢do ambiental e dos alimentos com produtos quimicos.

Dessa forma, devem ser melhor valoradas as atividades de
prospeccdo e pesquisa de isolados de Trichoderma sp., visando o controle
biolégico de fitopatégenos de forma especial para o grédo-de-bico, que é uma
cultura nova no Brasil, a qual foi muito pouco estudada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais do gréo-de-bico

O gréo-de-bico, Cicer arietinum L., é uma das leguminosas mais
produzidas no mundo, notadamente nos paises em desenvolvimento, devido
ao valor nutritivo de suas sementes, principalmente o alto valor proteico
(GAUR et al., 2010; HOSSAIN et al., 2010). A india é o maior pais produtor,
compreendendo mais de 70 % de toda a producéo asiatica e mundial. Outros
grandes produtores incluem Australia, Paquistdo, Turquia, Myanmar, Etiopia,
Iran, Canada, Estados Unidos e México (FAOSTAT, 2011). Embora presente
em mais de 50 paises (FAOSTAT, 2011), 89 % da area produtiva mundial
esta concentrada na Asia, sendo 80 % somente no sul da Asia. As demais
areas produtivas encontram-se na Africa (5 %), na Oceania (2 %), na
América do Norte (2 %), na América Latina (1 %) e na Europa (1 %) (RAO et
al., 2010), sendo o Oriente médio, o norte da Africa e Africa sub-saariana
importantes regides que cultivam essa leguminosa (ACHARJEE; SARMAH,
2013).

C. arietinum pertence a tribo Cicereae, a familia Fabaceae, e a
subfamilia Papilionaceae (SINGH; DIWAKAR,1995), sendo originario da
regido sudeste da Turquia, nas adjacéncias com a Siria (VAN DER
MAESEN,1987). Evidéncias botanicas e arqueolégicas mostram que o gréo-
de-bico foi domesticado pela primeira vez no Oriente Médio e foi amplamente
cultivado na india, no Mediterraneo, no Oriente Médio e na Etiopia desde a
antiguidade. Dessas regifes, foi levado para outras areas de cultivo, como
México, Argentina, Chile, Peru, Estados Unidos e Australia (MUEHLBAUER,
2007). No Brasil, foi introduzido pelos portugueses, porém foram os
imigrantes vindos da Espanha e do Oriente Médio que potencializaram o seu
cultivo e consumo (NASCIMENTO; PESSOA; GIORDANO,1998).

O grao-de-bico é uma cultura tipica de regides temperadas, que, com
0s progressos do melhoramento de plantas, tem se expandido para regifes
sub-tropicais e tropicais. O gréo € geralmente cultivado em solos arenosos,

sob condi¢des de baixa pluviosidade (RAO et al., 2010), desenvolvendo-se
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bem quando plantado em solos bem drenados e com pH préximo ao neutro.
Suporta o estresse hidrico, devido ao seu sistema radicular profundo, porém
é sensivel a solos mal drenados ou salinos (MARGHEIM et al., 2004).

A cultura é propagada por sementes, e as épocas variam de acordo
com a regido de cultivo (SINGH, 1995). Em muitos paises tropicais, é
cultivada com sucesso no periodo do inverno (MONICI, 2004). Em regifes de
clima frio, o plantio pode ser feito na primavera ou no verdo. Nos cerrados
brasileiros, é feito entre o inicio de abril até o inicio de maio (RURAL NEWS,
2012). O ciclo da cultura pode variar de 95 a 110 dias (MARGHEIM et al.,
2004). Mundialmente, o grao-de-bico é cultivado em uma area total de 13
milhdes de ha, com producgéo de 11,6 milhdes de toneladas e produtividade
aproximada de 880 kg.ha‘1 (FAOSTAT, 2011).

O gréo-de-bico € uma planta herbacea, anual, diploide (2n=16), com
altura de 30-70 cm geralmente e com habito de crescimento indeterminado,
em que o crescimento vegetativo continua mesmo depois do inicio do
florescimento (GAUR et al., 2010). Possui uma longa raiz principal que
permite a captacao de agua nas partes mais profundas do solo, o que torna a
espécie relativamente tolerante a seca (MARGHEIM et al., 2004). As raizes
laterais se associam a bactérias Rhizobium (fixadoras de nitrogénio)
formando nédulos que podem ser vistos cerca de um més apés a emergéncia
(GAUR et al., 2010).

De acordo com o tamanho, a forma e acor das sementes, as
variedades do grao-de-bico podem ser classificadas em dois tipos: Kabuli e
Desi. As variedades do tipo Desi (microsperma) possuem sementes
pequenas com formato angular e coloracdo que varia desde o bege, preto,
marron, amarelo, até o verde (SING; DIWAKAR, 1995). Sdo protegidas por
um tegumento espesso e apresentam a superficie enrugada (GAUR, 2010).
Apresentam flores com coloracdo résea ou purpura com a presenca de
antocianina nas hastes (BRAGA et al.,, 1992; SING; DIWAKAR, 1995).
MutacBes e selecdes naturais do grdo-de-bico tipo Desi originaram as
variedades do tipo Kabuli (MARGHEIM et al.,, 2004). Esse, também

conhecido como macrosperma, caracteriza-se por apresentar sementes
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grandes, redondas ou em forma de cabeca de carneiro. Possuem o
tegumento fino com superficie lisa e coloragdo branca ou bege (GAUR et al.,
2010; SING; DIWAKAR, 1995). As plantas sdo altas em estatura, possuem
flores brancas, foliolos grandes e ndo contém antocianina. Geralmente,
formam-se dois graos por vagem (BRAGA et al., 1992). Ambos os tipos Desi
e Kabuli podem ser utilizados para a nutricdo de ruminantes (MAHERI-SIS et
al., 2008). As plantas frescas e feno sao utilizadas como alimento para o
gado (KHAN et al.,, 2009), bem como plantios; com aproximadamente 35
dias servem como forragem para cabras e ovelhas (YADAV et al., 2007). As
sementes apds extrusdo podem ser utilizadas em substituicdo ao farelo de
soja em ragBes de suinos sem afetar o desempenho e a qualidade de
carcarga dos animais (CHRISTODOULOU et al., 2006). Na industria téxtil, é
fonte de amido usado para dar um acabamento leve a seda, a 1& e aos
tecidos de algoddo. E também utilizado na fabricacdo de uma cola, néo
muito resistente a &gua, utlizada na industria de compensados (MAITI,
2001).

A maioria das variedades possui folhas estruturadas como “folha de
samambaia”, compostas por varios pares de pequenos foliolos arredondados
ou oblongos (MARGHEIM et al.,, 2004). S&o pecioladas, imparimpinadas,
alternas com foliolos também alternos (SINGH; DIWAKAR, 1995). Algumas
variedades do tipo kabuli, ao invés de foliolos, possuem a estrutura foliar
formada apenas por uma unica folha maior (unifoliolada) (MARGHEIM et al.,
2004).Toda a superficie da planta, exceto a corola , € densamente coberta
por tricomas que formam uma fina pilosidade. Muitos sdo glandulares e
secretam substancias altamente acidas contendo &cido citirico, malico e
oxalico. Esses &cidos desempenham um importante papel na protegdo da
planta contra insetos-praga (GAUR et al., 2010).

As flores sdo completas e bissexuais, de coloracdo branca, rosa,
purpura ou azul. S80 sustentadas individualmente na ponta de racemos
axilares. Cada flor possui um pedunculo e um pedicelo. Em algumas plantas,
podem ocorrer 2 ou 3 flores no mesmo né. A autopoliniza¢@o ocorre quando
as flores ainda estéo fechadas (SINGH; DIWAKAR, 1995).
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As vagens sao curtas, ovaladas e, na maioria das vezes,
desenvolvem-se na parte superior da planta, sendo relativamente resistentes
a quebra. (MARGHEIM et al., 2004). O nimero de sementes por vagem pode
variar de uma a duas, com no maximo trés (SINGH; DIWAKAR, 1995). Tipos
comerciais comumente tém uma semente por vagem (MARGHEIM et al.,
2004).

Devido as suas propriedades nutricionais, a demanda por grao-de-
bico tem aumentado (JUKANTI et al.,, 2012). As suas proteinas tém sido
consideradas de melhor valor nutricional entre as leguminosas (TAVANO et
al., 2008) e sdo encontradas em quantidades elevadas nas sementes (18 a
31 %) (SHARMA et al., 2013). Além de proteinas, as sementes apresentam
carboidratos (51 a 71 %), lipideos (2,9 a 8,8 %) e fibras (11 a 23 %). Em
geral, o teor de fibras no grdo-de-bico é considerado alto e, por isso, o
consumo dessa leguminosa pode ajudar no tratamento de doencas como a
hipertenséo, diabetes, hipoglicemia, hipercolesterolemia e obesidade. A
energia fornecida varia de 334-446 Kcal/l00 g de sementes (WOOD;
GRUSAK, 2007). E uma 6tima fonte de fésforo, de potassio, de célcio, de
magnésio, de sddio, de ferro, de cobre, de manganés e de zinco (FERREIRA,
2006) e a melhor fonte de ferro biodisponivel entre as leguminosas,
fornecendo também vitaminas do complexo B, vitamina C (4cido ascoérbico),
vitamina E (tocoferéis e tocotriendis), vitamina K (floquinona) e carotenoides
(provitamina A (retinol). As vitaminas do complexo B incluem vitamina B1
(tiamina), B2 (riboflavina), B3 (niacina), B5 (&cido pantoténico), B6
(piridoxina) e B9 (acido félico) (WOOD; GRUSAK, 2007).

Embora o gréo tenha uma boa aceitacdo no mercado nacional, que
prefere os grdos médios e grandes do grupo kabuli, ainda é pouco consumido
pela populagcdo. Esse baixo consumo deve-se principalmente aos altos
precos dessa leguminosa, que, para atender a demanda do mercado interno,
tem que ser importada do México, do Chile e da Turquia (NASCIMENTO;
PESSOA; GIORDANO,1998). O Brasil ndo apresentava nenhuma area
comercial da cultura até 2011 (ARTIAGA, 2012).
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2.2 Doengas da cultura do gréo-de-bico

Alguns fatores biéticos e abidticos limitam a produtividade do grao-
de-bico, que tem estado estagnada nas Ultimas duas décadas (RAO et al.,
2010). A cultura é afetada pelo ataque de doencas e pragas, pelo estresse ao
frio, a seca, a salinidade e pela competicdo por plantas daninhas
(ACHARJEE; SARMAH, 2013). Mais de 170 patogenos, incluindo fungos,
bactéria, virus e nematoides, ja foram relatados afetando a cultura do gréo-
de-bico no mundo (NENE; SHEILA; SHARMA, 1996).

Dentre esses patdgenos, destaca-se um complexo de fungos
habitantes do solo, associado a murcha e a podriddo radicular do grao-de-
bico. Esses podem agir isolados, causando doencas especificas, ou em
conjunto e séo dificeis de serem diferenciados com base em sintomas, pois,
por causarem infec¢des nas raizes e na regido do colo das plantas, todos
levam a quadros sintomatolégicos de amarelecimento e murcha. Fazem
parte desse complexo Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (Padwick) Matuo &
K.Sato, Pythium spp., Rhizoctonia solani, Phytophthora megasperma.
Fusarium solani, F. solani f. sp. pisi (F.R. Jones) W.C. Snyder & H.N. Hansen,
F. eumartii C.W.Carp., Macrophomina phaseolina (ANDRABI; VAID;
RAZDAN, 2011; HARVESON, 2011; NENE et al., 2012; TRAPERO-CASAS;
JIMENEZ DIAZ, 1985; WESTERLUND; CAMPBELL; KIMBLE,1973) e F.
redolens (JIMENEZ-FERNANDEZ et al., 2011).

No Brasil, embora a cultura do gréo-de-bico seja pouco expressiva, ja foi
relatada a ocorréncia de fungos de solo, incluindo F. solani em plantios de
inverno na Regido do Planalto Central (ARTIAGA et al., 2012), de F.
oxysporum f.sp. ciceris em &reas de cerrado do Distrito Federal (SHARMA,;
CERKAUSKAS, 1985; ARTIAGA et al., 2012) . Segundo Braga et al., (1997),
com a disseminagcdo da cultura, algumas doencas podem vir a se tornar

problemas.
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2.2.1 A murchade fusarium

Dentro do género Fusarium, F. oxysporum é a principal espécie de
importancia econémica (LESLIE; SUMMERELL, 2006), a qual encontra-se
presente na microflora da rizosfera das plantas, conhecido por causar murcha
ou podriddo radicular em uma variedade de plantas de importancia
econdmica, ainda que algumas estirpes sejam consideradas ndo patogénicas
(FRAVEL et al., 2003). Esse fungo é anamorfico, pertencente ao filo
Ascomycota, ordem Hypocreales e familia Nectriaceaea, sendo a sua fase
teleomérfica desconhecida (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

O elevado nivel de especificidade de hospedeiro de isolados
patogénicos de F. oxysporum levou ao desenvolvimento do conceito formae
speciales, para permitir uma melhor diferenciacdo desses isolados
morfologicamente semelhantes (JIMENEZ-GASCO et al., 2002). Fusarium
oxysporum f.sp. ciceris (FOCs) tem o grao-de-bico (Cicer arietinum L.) como
hospedeiro especifico, embora possa invadir varias outras culturas, incluindo
lentilha, ervilha, feijdo guandu, alfafa e feijdo largo, porém sem causar
sintomas evidentes de fusariose (TRAPERO-CASAS; JIMENEZ-DIAZ, 1985).
Essa espécie causa a murcha de fusarium, umas das principais doengas do
grdo-de-bico, que provoca graves perdas no rendimento da cultura nos
paises onde a sua ocorréncia é conhecida (SINGH et al., 2007). A doenca
tem sido relatada na maioria das regides produtoras da Asia, da Africa, e do
sul da Europa. Estimam-se perdas anuais devido & murcha de fusarium em
torno de 10 a 15 %, podendo chegar a 60-70 % em anos de severas
epidemias ou atingir 100 %, dependendo da suscetibilidade varietal e das
condicdes agroclimaticas (CHAND; KHIRBAT, 2009; NENE et al., 2012).

No solo, FOCs infecta as raizes do hospedeiro por meio dos esporos
ou micélio, podendo ocorrer a penetracdo de forma direta ou por meio de
ferimentos no sistema radicular, ou oportunista, no ponto de formacdo de
raizes laterais (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Apés a infec¢cdo das raizes do
hospedeiro, o fungo atravessa o cortex e entra nos tecidos do xilema. O

micélio se ramifica e produz microconidios, que sao transportados pelo
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sistema vascular, o que torna a infeccdo sistémica, podendo até mesmo
atingir as sementes. O fungo produz enzimas que degradam a parede celular
dos vasos, bloqueando o transporte de agua, o que resulta no fechamento
dos estdmatos, murcha e morte de folhas, seguida de morte de toda a planta
(LESLIE; SAMMERELL, 2006; SINGH et al., 2007). A doenca aparece 20
dias ap6s a semeadura, mas pode ocorrer antes em cultivares suscetiveis a
F. oxysporum, quando o plantio é feito em solos leves e arenosos, alcalinos,
Umidos e com temperatura médias de 25 °C, por favorecer o
desenvolvimento da doengca (SINGH et al.,, 2007). Os sintomas se
caracterizam pela queda de peciolos, raques e foliolos. As folhas inferiores
apresentam clorose, vao gradualmente se tornando amareladas, em seguida,
de coloragdo palha e por fim ,secam (SINGH et al., 2007). Plantulas afetadas
apresentam, primeiramente, inclinacdo das folhas e, em seguida, entram em
colapso. As raizes externamente se aparentam saudaveis, porém, quando
divididas verticalmente os tecidos vasculares mostram descolorag&o marrom
a preta (GAUR, 2010). Essa descoloracdo interna se estende em direcédo
aos caules e ramos. A coinfecgdo com outros patdgenos de solo pode causar
a descoloracéo da raiz externa (SINGH et al., 2007). Ap6s a morte da planta,
o fungo alcanca a superficie do tecido vegetal, onde ocorre uma grande
esporulacdo fungica. Os esporos podem ser dispersos pelo vento, pela agua
ou pelo o movimento do solo e pelos restos de plantas. FOCs pode
sobreviver no solo por meio do micélio e clamidésporos e também em
residuos de culturas infectadas por até 6 anos (SINGH et al., 2007). Segundo
Pande et al. (2007), sementes provenientes de plantas infectadas, mesmo
aparentemente sadias, podem transportar o patégeno para novas areas
onde a doenga pode se estabelecer.

Dois patétipos e 8 racas sdo conhecidos em FOCs. O patétipo do
amarelecimento induz um amarelecimento foliar progressivo, com
descoloragdo vascular e, posteriormente, morte tardia da planta. O patétipo
da murcha causa uma clorose rapida e grave, flacidez, descoloracao
vascular, e morte precoce da planta. Em ambos os patétipos, o tecido

radicular da planta afetada ndo apresenta sintoma externo (JIMENEZ-
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FERNANDEZ et al., 2013). Baseado na reacdo de diferentes cultivares de
grao-de-bico a FOCs, sao identificadas as racas 0, 1A, 1B/C, 2, 3,4,5¢€ 6, as
quais possuem distribuicdo geografica diversa. As racas 0 e 1B/C pertencem
ao patétipo do amarelecimento, enquanto as racas 1A 2, 3,4 ,5e 6
pertencem ao patétipo da murcha (JIMENEZ-GASCO; JIMENEZ-DIAZ,
2003).

2.2.2 A podriddo negra da raiz

Fusarium solani, (Teleomorfo Haemanectria haematococca, filo
Ascomycota, ordem Hypocreales) € uma espécie cosmopolita, que possui
uma ampla gama de hospedeiros (LESLIE; SUMMURELL, 2006). No gréo-
de-bico, causa a doencga conhecida como podriddo negra das raizes, que,
embora menos importante que a murcha de fusarium causada por FOCs,
leva a perdas significativas nos locais onde o fungo esta presente no solo. A
doenca ja foi relatada na Argentina, no Chile, na india, no México, na
Espanha, na Siria e nos Estados Unidos (NENE et al., 2012). Alguns autores
atribuem a etiologia da doenca a Fusarium solani f. sp. pisi (HASANZADE et
al., 2008; WESTERLUND; CAMPBELL; KIMBLE; 1974).

F. solani produz clamidésporos que podem ficar viaveis por varios
anos no solo (HAVERSON, 2011). Estes quando germinam, entram em
contato com a planta hospedeira e crescem sobre o sistema radicular. Apés
encontrar um ponto de entrada, a hifa penetra e se ramifica no tecido cortical
onde desenvolve a doenca (SMITH, 2007). As plantas afetadas amarelecem,
murcham e senescem precocemente, e 0 sistema radicular fica apodrecido
com a maioria das raizes finas destruidas devido a acdo do fungo. As raizes
restantes se tornam enegrecidas e necréticas (HARVESON, 2011). No
entanto, plantas afetadas podem emitir novas raize,s caso haja umidade
suficiente (NENE et al., 2012). A doenca causada por F. solani é favorecida
pela umidade excessiva e temperaturas em torno de 25 a 30 °C, e pode
ocorrer em qualquer estagio da cultura (NENE et al.,, 2012). O patégeno

sobrevive em restos culturais, parasitando outras culturas plantadas em
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rotacdo com o grao-de-bico, e até mesmo em plantas espontaneas
(MOHAMMADI; BANIHASHEMI, 2006). Novos clamidédsporos séo formados e
retornam para 0 solo junto com os restos cuturais, reiniciando o ciclo da
doenca (SMITH, 2007).

2.3 Identificagdo de espécies de Fusarium

As espécies de Fusarium sao abundantes em regifes temperadas e
tropicais, sobrevivendo como saprofitas no solo e restos vegetais e estdo
entre os mais importantes patégenos de plantas em todo o mundo. Algumas
espécies sao produtoras de toxinas e podem causar doengcas em humanos e
animais (BOOTH, 1971; LESLIE; SUMMEREL, 2006;).

Para a identificacdo de espécies do género Fusarium, sé&o
empregados trés diferentes conceitos basicos de espécies: morfologico,
biolégico e filogenético (LESLIE et al., 2001). O conceito morfolégico é o mais
utilizado e é baseado em caracteristicas fisicas e fisiolégicas, como formato e
tamanho de macro e microconidios, tipo de conodi6foros e fialides, auséncia
e presenca de clamiddsporos, aparéncia da coldnia, pigmentacédo e taxa de
crescimento em meio de cultura, odor, esporulacdo e producdo de toxinas
(GERLACH; NIRENBERG, 1982; NELSON et al, 1981; LESLIE;
SUMMERELL, 2006). Pequenas diferengcas nos caracteres observados
podem delinear uma espécie. Embora tradicional, a definicdo de espécies
com base no conceito morfolégico pode apresentar limitagdes, pois 0 himero
restrito de caracteres morfolégico e a variabilidade existente em fun¢éo do
ambiente subestimam a real diversidade de espécies de Fusarium (LESLIE et
al., 2001). Além disso, as relacdes evolutivas, distribuicdo geogréfica e a
variedade de hospedeiro podem ser omitidas (O’'DONNELL et al., 2008).

A subdivisdo intraespecifica forma specialis foi adotada para
identificar linhagens morfologicamente iguais com a capacidade de parasitar
e causar doenca em um hospedeiro especifico ou em um conjunto de plantas
hospedeiras. Véarias dessas linhagens representam espécies biologicas e
filogenéticas distintas (O'DONNELL, 2000). Muitas sao dificeis de serem
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separadas de cepas ndo patogénicas ou saprofiticas, o que requer testes de
patogenicidade em hospedeiros diferenciadores especificos para a forma
specialis em questdo (SUMMEREL; SALLEH; LESLIE, 2003).

O conceito bioldgico define que sdo da mesma espécie individuos ou
populacdes intercruzantes que conseguem se reproduzir sexuadamente e
deixar descendentes viaveis e férteis. Espécies biolégicas em Fusarium séo
denominadas em inglés como Mating populations (LESLIE, 1995). A
aplicacdo do conceito de espécie bioldgica permitiu uma definicdo mais
acurada de espécies que causam doencas em plantas cultivadas (LESLIE;
SUMMEREL, 2006). Porém, ha algumas limitacdes praticas para a sua
aplicacédo, como, por exemplo, os altos niveis de reproducdo assexuada em
Fusarium e, muitas vezes, o nimero limitado de linhagens que sédo férteis
(TAYLOR et al.,, 2000). Outro entrave é que nem todas as espécies de
Fusarium possuem a forma sexual conhecida, como é o caso de Fusarium
oxysporum.

Sao consideradas espécies filogenéticas aquelas que, dentro de uma
filogenia, compartilham até um determinado nivel, a mesma origem genética
(monofiléticas) (SUMMEREL; SALLEH; LESLIE, 2003). Nas ultimas décadas,
tem-se intensificado o uso de técnicas moleculares, com o intuito de resolver
as relacdes dentro do género Fusarium (DEMERS; GARZON; JIMENENEZ-
GASCO, 2014; LAURENCE et al.,, 2014). A amplificacdo e a andlise de
sequéncias génicas permitem gerar dados que séo utilizados na construcéo
de filogramas que distinguem espécies e fornecem informag6es sobre sua
diversidade e as suas relacBes evolutivas (SUMMEREL; SALLEH; LESLIE,
2003). Para essa finalidade, sdo comumente utilizados genes que codificam
para fator de elongacédo 1-a (EF-7a), p-tubulina, maior subunidade da RNA
polimerase (RPB1), segunda maior subunidade da RNA polimerase (RPB2),
regibes ITS (Internal Transcribed Spacer Regions), IGS (Intergenic Spacer
Region) e mtSSU (mitochondrial small-subunit) do DNA ribossomal (rDNA), e
fragmentos amplificados de polimorfismo (AFLPs) (LAURENCE et al., 2014;
O’'DONNELL et al.,, 2004, 2008, 2010; SCHROERS et al., 2004;
SOUTHWOOD et al., 2012;). Estudos de filogenia molecular comprovaram
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gue Fusarium solani € um complexo de espécies (Fusarium solani Species
Complex - FSSC), com mais de 50 espécies filogeneticamente distintas,
antes desconhecidas devido a semelhanga morfoldgica (NALIM et al., 2011;
O’'DONNELL, 2000; O'DONNELL et al., 2008). Fusarium oxysporum também
€ um complexo de espécies (Fusarium oxysporum Species Complex - FOSC)
gue compartilham caracteristicas morfolégicas e que compreende mais de 80
formae specialis, além de patégenos humanos e estirpes ndo patogénicas
(KISTLER,1997; O'DONNELL et al., 2009). As formae specialis em FOSC
podem ser monofiléticas ou polifiléticas (BAAYEN et al., 2000; O'DONNELL
et al.,1998).

2.4 Estratégias de controle e biocontrole das fusarioses

A murcha e a podriddo negra da raiz incitadas por Fusarium
oxysporum f.sp. ciceris e F. solani em gréo-de-bico séo dificeis de serem
manejadas por métodos convencionais devido a capacidade dos patégenos
em sobreviver no solo e em restos culturais por muitos anos (MOHAMMADI,
BANIHASHEMI, 2006; SINGH et al., 2007). Por causa dessa persisténcia do
patbgeno no solo, o método de controle mais utilizado e mais
economicamente eficiente tem sido o uso de cultivares resistentes (BAKHSH
et al., 2007). Entretanto a efetividade da resisténcia das cultivares pode ser
reduzida pela variabilidade patogénica desses fungos (JIMENEZ-GASCO et
al., 2005; SUGA et al., 2000). Medidas de controle, como rotacdo de culturas,
solarizagao do solo, uso de semente livre de patégenos e remocao de restos
de plantas infestadas, podem ser adotadas nas lavouras (SINGH et al.,
2007), porém sem muito sucesso (DUBEY et al., 2007). No tratamento de
sementes, sdo utlizados os fungicidas carbendazim, thiram + benomyl e
thiram + captan (NENE et al., 2012). O uso de fungicidas quimicos sistémicos
em plantas é considerado dispendioso, pode causar problemas ambientais
(ANIMISHA et al., 2012), além de ndo conseguir impedir a infeccédo e

colonizagéo a das raizes pelo patdégeno.
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Segundo Landa et al.(2004) é dificil uma Unica medida de controle
que seja eficaz de forma isolada. Em conformidade com esses autores, 0 uso
de agentes de biocontrole, quando combinado com outras praticas, tais como
mudancas na época de semeadura e uso de cultivares resistentes, pode
melhorar eficiéncia na supressdo da murcha de fusarium.

O controle bioldgico com uso de microrganismo esta se tornando um
componente extremamente necessario no manejo de doencas de plantas,
particularmente na reducdo de doencas radiculares (MEKI et al., 2009).
Comparado aos fungicidas, que tém efeito temporario e necessitam de
aplicagbes sucessivas durante o periodo de crescimento da cultura, os
agentes de controle bioldégico sdo capazes de se estabelecer e de se
reproduzirem no ecossistema (AVILA et al., 2005). A utilizacdo do fungo
Trichoderma sp. no controle de doencas causadas por Fusarium sp. em gréo-
de-bico tem tido bons resultado tanto de forma isolada (AKRAMI et al., 2012;
MORADI et al., 2012), como quando utilizado de forma integrada (DUBEY et
al., 2007; ANIMISHA et al., 2012).

2.4.1 Trichoderma como antagonista e promotor de crescimento

Os fungos do género Trichoderma s&o saproéfitos, ubiquos e
altamente interativos na raiz e no solo, bem como no interior de plantas
(POMELLA; RIBEIRO, 2009). Reproduzem-se assexuadamente, tendo a sua
fase teleoméfica pertencente ao género Hypocrea. Embora sejam
considerados fungos de vida livre, ja h& evidencias de que espécies de
Trichoderma podem ser oportunistas, simbiontes avirulentos de plantas, bem
como parasitas de outros fungos (SAMUELS, 2006). Sdo encontrados com
mais frequéncia em solos de regides de clima temperado e tropical
(HARMAN et al., 2004), sendo algumas espécies cosmopolitas, enquanto
outras sao limitadas a sua distribuicdo geogréfica (SAMUELS, 2006).

Trichoderma sp. caracteriza-se pelo crescimento rapido em meio de
cultura, com a producao de um micélio aéreo e esparso , com a formacéo de

pustulas conidiogénicas brancas ou verdes (BISSET, 1991). Em gera,l as
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fidlides sdo hialinas e sdo formadas sobre os conidi6éforos. O tipo de
ramificacdo dos conidiéforos e o modo de disposicdo das fialides sé&o
bastante caracteristicos (BISSET, 1991). Os conidios sdo geralmente lisos,
dificilmente ornamentados, com formato elipsoidal a quase oblongo, sendo
raramente globosos. Possuem coloragdo verde ou hialina, sendo, as vezes,
amarelos. Quando presentes, os clamidosporos sdo tipicamente globosos
para subglobosos e sdo formados dentro ou nas pontas das hifas
(CHEVERRI; SAMUELS, 2004).

A grande importancia econémica desses fungos para a agricultura se
deve a capacidade de atuarem como antagonistas a uma gama de
fitopatégenos de varias plantas cultivadas, como promotores de crescimento
e indutores de resisténcia de plantas a doencas (AGUIAR et al., 2013;
AKRAMI et al., 2013; FORTES et al, 2007; SILVA et al., 2011;
STEFANELLO; BONETT, 2013). O antagonismo é baseado em diferentes
mecanismos como a competicdo por espacgo e nutrientes o micoparasitismo,
a producdo de metabolitos antifugicos (MOTLAGH; SAMIMI, 2013).

Trichoderma sp. compete com outros microrganismos de solo por
exsudatos de sementes que estimulam a germinagdo de propagulos de
fungos fitopatogénicos no solo, e mais comumente, competem por nutrientes
elou espaco, mas podem ainda degradar pectinases e outras enzimas que
sdo essenciais para fungos fitopatogénicos (HARMAN et al., 2004). A
competicdo por nutrientes € um mecanismo importante, pois muitos fungos
fitopatogénicos sdo sensiveis a falta de alguns nutrientes (BENITEZ et al.,
2004). Ainda segundo esse autor, Trichoderma sp. tem uma capacidade
superior em mobilizar e absorver os nutrientes do solo comparativamente a
outros organismos. Um outro importante mecanismo de biocontrole é o
micoparasitismo. Fungos do género Trichoderma séo capazes de reconhecer
as hifas de outros fungos e crescer em sua direcdo, presumivelmente em
resposta a estimulos quimicos produzidos pela hifa hospedeira. Ao encontra-
las, enrolam em torno delas, desenvolvem haustérios e penetram por meio
de enzimas degradadoras de parede celular, como glucanases, quitinases e

proteases. Assim, utilizam o conteddo das hifas do hospedeiro como fonte de
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nutrientes (HARMAN et al., 2004). Silva et al. (2011) demonstraram que
isolados de T. harzianum, T. asperellum, T. atroviride, T. strigosum, T.
longibrachiatum e T. koningiopsis atuaram como promotores do crescimento
de plantas e como indutores de resisténcia a antracnose em pepineiro. Em
outro trabalho, Aguiar et al. (2013) demonstraram que isolados de T. viride
promoveram o crescimento de plantulas de feijao e reduziram o processo de
doenca causado por Sclerotinia sclerotiorum.

A promocé&o de crescimento de plantas pela aplicacdo de isolados de
Trichoderma spp. foi inicialmente relacionada ao controle de microrganismos
prejudiciais as plantas. Entretanto pesquisas mostraram que tal efeito esta
relacionado a producdo de hormdnios ou fatores de crescimento; a maior
eficiéncia no uso de alguns nutrientes e ao aumento da disponibilidade e
absorcdo de nutrientes pela planta (AGUIAR et al., 2013; CONTRERAS-
CORNEJO, 2009; SILVA et al., 2011). Trichoderma pode solubilizar varios

** e Zn, que podem

nutrientes, tais como fosfato de rocha, Fe® *, Cu®*, Mn
estar indisponiveis para determinadas plantas (HARMAN et al., 2000).

A associacdo de Trichoderma com as raizes pode ainda induzir
mecanismos de defesa na planta, protegendo-a de varios patégenos
(BENITEZ et al., 2004). Os isolados de Trichoderma sp. colonizam a
epiderme e as células do cortex das raizes e, dessa forma, ativam vias de
sinalizacdo, desencadeando respostas de defesa nas plantas (BROTMAN et
al., 2010). Essas produzem depoésitos de parede celular e fatores bioquimicos
que limitam tanto o crescimento do préprio Trichoderma, quanto a entrada de
agentes patogénicos (HARMAN et al., 2004; MOTLAGH; SAMIMI, 2013). De
acordo com Romeiro (2007), plantas levadas ao estado de inducéo de
resisténcia apresentam aumento nas atividades de enzimas, tais como
quitinases, glucanases e peroxidases, envolvidas nas rotas de percepcgéo da
presenca de patdgenos em potencial e nas rotas de sinalizagéo bioquimica a
pontos distantes do sitio onde o sinal foi originado.

A eficacia do uso de Trichoderma sp. no controle da murcha de
fusarium causada por FOCs em gréo-de-bico ja tem sido relatada. Em campo

com ocorréncia da doencga, o tratamento de sementes, com a combinacdo do
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T. harzianum e carboxin, mostrou o melhor desempenho em reduzir a
incidéncia da murcha e melhorar a germinacdo de sementes e a producédo de
gréos durante trés anos de experimentac6es (DUBEY et al., 2007). Merkuz e
Getachew (2012) mostraram uma reducdo significativa na incidéncia da
murcha e atraso de inicio da doenca por meio do tratamento de sementes
com isolados de Trichoderma. Em outro trabalho, Akrami et al. (2013)
demonstraram que a combinacdo dos antagonistas T. harzianum, T.
asperellum and T. virens apresentou um efeito protetor para biocontrole em
gréo-de-bico exposto a F. solani e F. oxysporum em casa de vegetagédo, além

de diminuir a severidade da doenca entre 83 a 84 %.

2.5 Compostos orgénicos volateis e ndo volateis produzidos por

Trichoderma

A antibiose ocorre quando compostos difusiveis de baixo peso
molecular ou antibidticos produzidos por Trichoderma sp. inibem o
crescimento de outros fungos. A maioria das cepas de Trichoderma pode
produzir metabdlitos téxicos, os quais podem ser volateis e ndo volateis
(BENiTEZ et al., 2004; STOPPACHER et al., 2010; SIDDIQUEE et al., 2012,
VINALE et al.,, 2008a). Zhang et al. (2014) obervaram que compostos
organicos volateis produzidos pelo isolado T-E5 de T. harzianum mostraram
significativa atividade antifingica contra Fusarium oxysporum f. sp.
cucumerinum. Em outro estudo, foi observada a inibicdo do crescimento
micelial de Gaeumannomyces graminis var tritici, por meio de compostos néo
volateis presentes em filtrados de Trichoderma spp. (ZAFARI; KOUSHKI;
BAZGIR, 2008).

Ghisalberti e Sivasithamparam (1991) classificaram as substancias
antifingicas produzidas por Trichoderma spp. em trés categorias: antibioticos
volateis, compostos hidrossollveis e peptaboils.

Os compostos organicos volateis (COVs) sédo liquidos lipofilicos sob
alta pressédo de vapor, que tém ponto de ebulicdo baixo (CAMPOS; PINHO;
FREIRE, 2010; INSAM; SEEWALD, 2010). A maioria tem baixa solubilidade
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em agua (MORATH; HUNG; BENNETT, 2012). Dentre os COVs produzidos
por T. atroviride, foram identificados &lcoois, cetonas, alcanos, furanos,
pironas, mono e sesquiterpenos, sendo que o composto bioativo 6-pentil-a-
pirona foi encontrado em maior quantidade (STOPPACHER et al., 2010).
Siddiquee et al. (2012), utiizando o0 método de cromatografia gasosa
acoplada a espectofotometria de massas (CG-EM), identificaram mais de
278 compostos COVs produzidos por T. harzianum, envolvendo
hidrocarbonetos saturados (C7-C30), ciclo-hexano, ciclopentano, acidos
graxos, alcoois, ésteres, compostos contendo enxofre, pirano simples e
derivados de benzeno. Em trabalho de Arjona-Girona et al., (2014), foi
observado que o composto 6-pentil-a-pirona produzido por isolados de
Trichoderma spp. foi eficiente na inibicAo do crescimento micelial de
Rosellinia necatrix, mesmo nas concentra¢cdes mais baixas.

A producdo de compostos volateis resulta em altas concentracdes de
antibiéticos cujo efeito pode ter longo alcance no solo. Ja efeitos a curta
distancia podem ser devido a antibitticos polares e peptaibols, que agem nas
proximidades das hifas onde sé@o produzidos (VINALE et al., 2008 b).

Compostos ndo volateis envolvem os peptaibols, que sdo uma
grande familia de peptideos antibidticos produzidos por fungos de solo,
incluindo Trichoderma (DANIEL; RODRIGUES FILHO, 2007). Séao
oligopepetideos lineares de sete a 20 aminoacidos, ricos em acido o-
aminoisobutirico, com uma extremidade N-acilo, geralmente acetil e contendo
um amino-alcool no C-terminal, tal como fenilalaninol ou leucinol (WIEST et
al., 2002).

Shi et al. (2012) demostraram que a Trichokonin VI, um tipo de
peptaibol produzido por Trichoderma pseudokoningi, induz apoptose em
células de Fusarium oxysporum, 0 que revelou o mecanismo antibidtico
desse peptideo contra fungos fitopatogénicos. Antibiéticos nédo volateis, como
gliotoxina, viridina, trichodermina, suzucacilina, alameticina e dermadina tém
a capacidade de inibir o desenvolvimento de outros fungos (DENNIS;
WEBSTER, 1971a).
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Além da capacidade de paralisar o crescimento de fitopatégenos, os
metabolitos secundarios produzidos por Trichoderma spp. podem
desempenhar um papel na regulacdo do crescimento de plantas e atuar
como elicitores na inducdo de respostas de defesa da planta (VINALE et al.,
2008a). O tipo de composto organico e as quantidades produzidas podem
variar de acordo com a espécie ou isolado (ARJONA-GIRONA et al.,
2014;VINALE et al., 2008a).

Embora indmeros microrganismos tenham sido considerados como
antagonistas a patdégenos oriundos do solo, poucos evoluiram para uso em
escala comercial (HARMAN et al.,, 2010). Em relacdo aos fungicidas, o
mercado mundial de produtos contendo agentes bioldgicos representa
apenas 1% (BETTIOL et al.,, 2012). No Brasil, a baixa disponibilidade de
produtos a base de Trichoderma devidamente registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e a falta de divulgacéo sobre
0s seus principios e vantagens restringem a sua utilizagcdo (MACHADO et.
al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Isolar, identificar e avaliar a patogenicidade de isolados de Fusarium

associados a plantas de grao-de-bico;

e Selecionar isolados de Trichoderma sp. e avalia-los quanto ao
controle de Fusarium spp. e promocéao de crescimento de plantas de

grao-de-bico in vivo.

3.2. Objetivos especificos

e Obter isolados de Fusarium associados ao grao-de-bico em plantas

cultivadas em campo.

¢ Identificar os isolados de Fusarium por caracteristicas morfologicas e
realizar andlises de filogenia molecular para o fator de elongacédo 1-
alfa (EF-1a).

e Avaliar a patogenicidade dos isolados de Fusarium em plantas de

grao-de-bico.

e Verificar o antagonismo in vitro e in vivo de isolados de Trichoderma
sp. aos isolados mais agressivos de Fusarium spp. por meio da
competicdo por nutrientes e producdo de compostos organicos

volateis e ndo volateis.
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CAPITULO 2: CARACTERIZAGCAO MORFOLOGICA, FILOGENETICA E
PATOGENICA DE ISOLADOS DE Fusarium ASSOCIADOS A GRAO-DE-
BICO

RESUMO

O grao-de-bico (Cicer arietinum L.) € uma leguminosa de grande importancia
mundial devido ao seu alto teor de proteina, de ferro, de vitaminas e de fibra.
No Brasil, a demanda por essa leguminosa é crescente, e a sua producao &
limitada pela ocorréncia de doencas, como a fusariose. Dessa forma, os
objetivos deste estudo foram obter e identificar isolados de Fusarium
associados a fusariose do grdo-de-bico, com base em caracteristicas
morfolégicas e filogenéticas e avaliar a patogenicidade dos mesmos. Isolados
de Fusarium foram obtidos de raizes de plantas de gréo-de-bico, com
aparentes sintomas de murcha e amarelecimento, pelo método indireto. Os
isolados foram cultivados em meio BDA e SNA para a caracterizacéo
morfologica. A andlise filogenética foi realizada com base em comparagéo de
sequéncias parciais do gene que codifica o fator de elongacdo EF-1a, com
sequéncias do Complexo de espécies Fusarium oxysporum (FOSC) e do
Complexo de espécies Fusarium solani (FSSC) disponiveis no GenBank-
NCBI. A patogenicidade foi avaliada por meio de dois experimentos
separados no tempo e no espaco. No primeiro, mudas de gréo-de-bico foram
imersas em suspensao de conidios de Fusarium na concentracéo de 1 x 10°
conidios.mL™. No segundo, mudas e sementes de grao-de-bico foram
cultivadas em solo infestado com Fusarium. Dos 14 isolados de Fusarium
obtidos e caracterizados, 11 apresentaram marcadores morfol6gicos tipicos
de F. oxysporum e trés de F. solani. De acordo com a analise filogenética,
trés isolados agruparam junto a linhagem 3+4 do FSSC, enquanto outros 11
isolados agruparam no complexo FOSC, em clado distinto de F. oxysporum f.
sp. ciceris. Todos os isolados foram patogénicos, independente da
metodologia utilizada, causando sintomas de amarelecimento, murcha e
podriddo radicular. O isolado FCA 27 e FCA 12 foram os mais agressivos
dentre os isolados de F. oxysporum de F. solani avaliados, respectivamente.
Os marcadores morfolégicos permitem diferenciar isolados de complexos
distintos, mas néo a diferenciacdo entre linhagens

Palavras-chave: Fusarium solani. Fusarium oxysporum. Patogenicidade.
Podridao radicular. Fusariose
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CHAPTER 2: MORPHOLOGICAL, PHYLOGENETIC AND PATHOGENIC
CHARACTERIZATION OF Fusarium ISOALATES ASSOCIATED WITH
CHICKPEA

ABSTRACT

The chickpea (Cicer arietinum L.) is a leguminous of great importance
worldwide due to its high content of protein, iron, vitamins and fiber. In Brazil,
the demand for this leguminous is growing and its production is limited by the
occurrence of diseases such as the fusarium. Thus, the objectives of this
study were to obtain and identify isolates of Fusarium associated with
chickpea disease based on morphological and phylogenetic characteristics
and evaluate the pathogenicity of them. Fusarium isolates were obtained from
roots of chickpea plants, with apparent symptoms of wilting and yellowing, by
the indirect method. The isolates were cultured on PDA and SNA for the
morphological characterization. The phylogenetic analysis was performed
based on comparison of partial sequences of the gene encoding the
elongation factor EF-la with sequences of Fusarium oxysporum Species
Complex (FOSC) and Fusarium solani Species Complex (FSSC) available in
GenBank-NCBI. The pathogenicity was evaluated by two separate
experiments in the time and space. In the first, chickpea seedlings were
immersed in Fusarium conidial suspension at a concentration of 1 X 10°
conidia.mL™. In the second, seedlings and chickpea seeds were grown in soil
infested with Fusarium. Of the 14 isolates of Fusarium obtained and
characterized, 11 showed typical morphological markers of F. oxysporum and
three of F. solani. According to phylogenetic analysis, three isolates were
clustered along the strain 3 + 4 of FSSC, while the other 11 isolates were
grouped in FOSC complex, in a distinct clade of F. oxysporum f. sp. ciceris.
All isolates were pathogenic independent of the methodology used, causing
symptoms of yellowing, wilting and root rot. The isolated FCA 12 and FCA 27
were the most aggressive among isolates of F. oxysporum and F. solani
evaluated, respectively. The morphological markers allow to differ isolates of
distinct complexes, but not the differentiation between strains.

Keywords: Fusarium solani. Fusarium oxysporum. Pathogenicity. Root rot.
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1 INTRODUCAO

O gréo-de-bico, Cicer arietinum L., € uma leguminosa de grande
importancia mundial, notadamente nos paises da Africa e da Asia, devido ao
valor nutritivo de suas sementes, principalmente os altos teores de proteina
(GAUR et al., 2010; HOSSAIN et al., 2010). Essa leguminosa tem sido cada
vez mais utilizada como uma alternativa a proteina animal, sobretudo nos
paises em desenvolvimento (WOOD; GRUSAK, 2007), tornando-se
componente importante da dieta de pessoas que sao vegetarianas por opcao
ou por motivos econdmicos (JUKANTI et al., 2012).

Alguns fatores biéticos e abidticos limitam a produgédo do gréo-de-
bico, como o ataque de doencas e pragas, o0 estresse ao frio, a seca, a
salinidade e a competicdo por plantas daninhas (ACHARJEE; SARMAH,
2013). Mais de 170 patdgenos ja foram relatados afetando a cultura em todo
o mundo (NENE; SHEILA;SHARMA, 1996), sendo o fungo Fusarium
oxysporum (Padwick) f. sp. ciceris Matuo & K. Sato um dos mais importantes
na reducéo da producdo. Esse € um fungo de solo, causador de uma doenga
vascular, a murcha de fusarium, conhecida mundialmente por limitar a
producdo de gréo-de-bico, causando perdas de até 100% em condigbes
favoraveis (CHAND; KHIRBAT, 2009; NENE et al, 2012). Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris penetra nas raizes do hospedeiro, alcanca o cértex e,
posteriormente, os vasos do xilema onde se reproduz e libera enzimas que
degradam as células, interferindo no transporte de agua da planta. Em
consequéncia, ocorre 0 amarelecimento das folhas com posterior necrose,
murcha e morte da planta (SINGH et al., 2007). Contudo os sintomas reflexos
causados por F. oxysporum f. sp. ciceris em géo-de-bico também podem ser
observados em plantas infectadas com outros patdgenos, o que pode
confundir o diagndstico da doenca (JIMENEZ-FERNANDEZ et al., 2011). Um
complexo de fungos de solo associados & murcha e podridao radicular do
grado-de-bico sdo conhecidos por agir isolados, causando doencas
especificas, ou em conjunto, sendo dificeis de serem diferenciados com base
em sintomas (HARVERSON, 2011). Além de F. oxysporum f. sp. ciceris,
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fazem parte desse complexo: Pythium spp., Rhizoctonia solani, Phytophthora
megasperma, F. solani, F. solani f. sp. pisi (F.R. Jones) W.C. Snyder & H.N.
Hansen, F. eumartii C.W.Carp., Macrophomina phaseolina e Fusarium
redolens (ANDRABI et al., 2011; HARVESON, 2011; JIMENEZ-FERNANDEZ
et al., 2011; NENE et al., 2012; TRAPERO-CASAS; JIMENEZ DIAZ, 1985;
WESTERLUND et al.,1973)

No Brasil, a producdo de grao-de-bico é insuficiente para atender a
demanda nacional, que é abastecida com grdos importados vindos do
México, do Chile e da Turquia (NASCIMENTO; PESSOA; GIORDANO,1998).
O pais ndo apresentava nenhuma area comercial da cultura até 2011
(ARTIAGA, 2012). No entanto, hd &reas experimentais de instalacdo de
cultivo comercial no municipio de Cristalina-GO e em Montes Claros-MG
desde 2012. Embora a cultura seja pouco expressiva no pais, ja foi relatada
a associagéo patogénica de F. oxysporum f. sp. ciceris a plantas de gréo-de-
bico em é&reas de cerrado do Distrito Federal (SHARMA; CERKAUSKAS,
1985; ARTIAGA et al., 2012), e de fungos de solo incluindo F. solani em
plantios de inverno na Regido do Planalto Central (ARTIAGA, 2012). Com o
cultivo sucessivo pode ocorrer o aumento da densidade do inéculo do
patégeno no solo, o que leva ao avango da gravidade da doenga ao longo
dos anos na area de plantio (ZOTE et al.,1996).

A identificacdo correta do patégeno e o conhecimento sobre o
comportamento da sua populacéo sdo essenciais para projetar um programa
de melhoramento genético efetivo e reduzir as elevadas perdas causadas por
doengas (SIVARAMAKRISHNAN; KANNAN; SINGH, 2002). Estudos a
respeito do patossistema Fusarium e gréo-de-bico no Brasil sdo escassos, 0s
quais sdo necessarios para embasar pesquisas futuras nas areas de
fitopatologia e de melhoramento genético.

Nesse sentido, os objetivos desta pesquisa foram obter e identificar
isoldos de Fusarium associados a plantas de gréo-de-bico, com base em
caracteristicas morfolégicas e filogenéticas e avaliar a patogenicidade dos

mesmaos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtengéo de isolados de Fusarium

As amostragens foram realizadas no més de julho de 2013, em area
de cultivo comercial de grdo-de-bico no municipio de Cristalina-GO, e em
area experimental no campus da Universidade Federal de Minas Gerais, no
municipio de Montes Claros-MG. Plantas de grao-de-bico de diferentes
genétipos com sintomas aparentes da doenca murcha de fusarium
(amarelecimento, murcha e descoloracdo nos tecidos vasculares) foram
coletadas, acondicionadas em sacos de papel e refrigeradas a 4 °C até
serem utilizadas no processo de isolamento.

Os isolamentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal de Minas Gerais, campus Montes Claros-MG. Foram
retirados fragmentos de tecido lesionado das raizes e do colo das plantas
com sintoma da doenca. Esses fragmentos foram submetidos a uma
desinfestacao superficial em alcool 70 % por 1 minuto, hipoclorito de sédio 1
% por um minuto e trés lavagens consecutivas em agua destilada
esterilizada. Posteriormente, foram transferidos para placas de petri contendo
meio de cultura Agar Agua (AA) 1,5 % e para placas contendo uma camada
de papel mata borrdo esterelizado, umedecido com Agar Agua (AA) 1,5 %.
ApOs 4 dias de incubacdo em BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas,
fragmentos da periferia de colénias caracteristicas de Fusarium foram
transferidos para meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) para a

obtencao de culturas puras.

2.2 Obtencéo de culturas monospéricas e conservacédo dos isolados

Para cada isolado obtido, um disco de micélio de 4 mm de diametro,
contendo conidios, foi retirado de col6nia pura e transferido para um tubo de

ensaio contendo 10 mL de agua destilada estéril (ADE). O disco foi agitado
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dentro do tubo para colocar os conidios em suspensao. Aliquotas de 100 uL
da suspenséo de conidios foram coletadas com uma micropipeta, plaqueadas
em placas de 9 cm de diametro contendo meio AA 2 % e espalhadas em sua
superficie. As placas foram incubados durante 12 horas em BOD a 25°C. Sob
microscopio estereoscopico, os conidios germinados foram coletados com
uma agulha flambada e transferidos para placas contendo meio BDA. Essas
foram mantidas em cémara BOD, para o desenvolvimento das colénias
monoconidiais.

Os isolados obtidos foram conservados em 4&gua destilada
esterilizada (CASTELLANI 1939) e em tubos de ensaio contendo meio BDA,
0s quais foram armazenados a 4 °C para estudos de identificacdo e
patogenicidade. Dos 25 isolados obtidos, 14 foram selecionados (TAB. 1)
para a caracterizag@o morfoldgica e molecular e esses foram criopreservados
em suspensdo de esporos, 15 % glicerol, mantidas a -80 °C (SMITH;
ONIONS, 1994) na Cole¢do Micologica de Lavras (CML), Laboratério de
Sistemética e Ecologia de Fungos, Departamento de Fitopatologia,
Universidade Federal de Lavras (UFLA).



TABELA 1

Isolados de Fusarium spp. obtidos de plantas de grao-de-bico (Cicer
arietinum L.) de diferentes cultivares no estado de Minas Gerais e Goias
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Espécie Cédigo %%?\;l?_o Amostra/cultivar Origem
F.oxysporum 'FCAO01 2865 Cicero Cristalina-GO
F. oxysporum FCA 02 2866 Amostra 14/Cicero Montes Claros-MG
F. oxysporum FCA 07 2867  Amostra 12/ CNPH 0233 Cristalina-GO
F. oxysporum  FCA 11 2869 Amostra 6/ Cicero Cristalina-GO
F. oxysporum FCA 13 2871 Amostra 9/Jamu 96 Cristalina-GO
F. oxysporum FCA 15 2872 Amostra 9/ Jamu 96 Cristalina-GO
F. oxysporum  FCA 21 2874 Amostra 1/ CNPH 0334 Cristalina-GO
F. oxysporum  FCA 22 2875 Amostra 3/ CNPH 0334 Cristalina-GO
F. oxysporum  FCA 24 2876 Amostra 5/ Cicero Cristalina-GO
F. oxysporum  FCA 26 2877 Amostra 2/ CNPH 0334 Cristalina-GO
F. oxysporum  FCA 27 2878 Amostra 8/ Cicero Cristalina-GO

F. solani FCA 10 2868 Amostra 7/ Cicero Cristalina-GO

F. solani FCA 12 2870 Amostra 11/ Jamu 96 Cristalina-GO

F. solani FCA 19 2873 Amostra 10/ Jamu 96 Cristalina-GO

Notas: * FCA-Fusarium Cicer arietinum. > CML-Colecdo Micolégica de

Lavras.

Fonte: Da autora.

2.3 Morfotipagem dos isolados

A identificacdo morfolégica dos isolados foi feita por meio de

caracteres macroscoépicos e microscopicos descritos por Gerlach e Nirenberg
(1982) e Leslie e Summerell (2006).

Para a caracterizacdo morfologica, os isolados foram cultivados em

placas de petri contendo meio BDA e incubados a 25°C no escuro por 4 dias

em triplicata para avaliacdo da taxa de crescimento. A pigmentacdo da

colbénia e a formacgéo do micélio aéreo foram observadas ap0s incubagédo por

10-14 dias em meio BDA a 20°C com fotoperiodo de 12 horas de luz branca
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florescente + luz negra. Em meio SNA (synthetic nutrient-poor agar) com
folha de cravo, sob as mesmas condicGes anteriores, foram observadas
caracteristicas micromorfolégicas, como: tamanho, formato e septacdo de
micoconidios e macroconidios; producdo de conidios em falsas cabecas;
presenca e coloragdo de esporodéquios e tipo e tamanho de fidlides e
clamidésporos. Para cada estrutura caracterizada, foram tomadas 30
medidas com o auxilio de microscépio 6éptico.

2.4 Extracdo de DNA e analise filogenética dos isolados

Os isolados foram crescidos em meio liquido Malte 2 % por trés dias
sob agitacdo de 100 rpm e tiveram o DNA extraido pelo kit Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega). Posteriormente, foi realizada a amplificacéo da
sequéncia do gene EF-7a utilizando os primers EF1-F (5-
ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3) e EF2-R (5-
GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3’), descritos por O’Donnell et al. (1998). Os
produtos da PCR foram purificados por meio do kit Wizard®SV Gel and PCR
Clean-up System (Promega). As amostras foram sequenciadas pela empresa
Macrogen. Os eletroferogramas recebidos foram analisados visualmente com
0 auxilio do software SeqgAssem (HEPPERLE, 2004). As sequéncias editadas
foram comparadas com a base de dados GenBank, do National Center for
Biotechnological Information — NCBI, por meio do programa Alignmemt
Search Tool Basic Local — BLAST (http://http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-
bin/BLAST/). Com base nos resultados do BLAST foram realizadas analises
filogenéticas para cada espécie encontrada. Sequéncias dos isolados de F.
solani foram comparadas com as sequéncias das linhagens filogenéticas do
complexo F. solani - FSSC (O'DONNELL et al., 2008) . Os isolados de F.
oxysporum foram comparados com as sequéncias das linhagens
filogenéticas do complexo F. oxysporum - FOSC (O’'DONNELL et al., 2009) e
sequéncias de F. oxysporum f. sp. ciceris - NRRL 32153, NRRL 32154,
NRRL 32155, NRRL 32156 (GURJAR et al., 2009). Alinhamentos multiplos

das sequéncias foram gerados utilizando-se o software CLUSTALW


http://http/www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/
http://http/www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/
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implementado pelo software Mega 5 (TAMURA et al., 2011). Os alinhamentos
foram corrigidos manualmente. A analise foi realizada com o software MEGA
5 (TAMURA et al., 2011), utilizando o método de Maxima Parcimdnia.

2.5 Avaliacdo da patogenicidade dos isolados

Para o teste de patogenicidade, foram realizados dois experimentos
com metodologias diferentes e separados no espagco e no tempo. Ambos
foram conduzidos no ICA-UFMG em Montes Claros-MG

O primeiro experimento foi conduzido em casa de vegetacdo durante
0s meses de dezembro de 2013 a janeiro de 2014. Os isolados de Fusarium
obtidos, conforme descrito anteriormente, foram cultivados em placas de Petri
contendo meio de cultura BDA e incubados por 15 dias no escuro sob
temperatura de 25 °C. Foram adicionados 20 mL de 4gua destilada estéril as
placas de cultivo e os conidios foram suspensos com o auxilio de um bastéo
de vidro. Em seguida, a suspensdo de esporos foi filtrada em gaze,
quantificada e a concentracdo ajustada para 1 x 10° conidios.mL™,
empregando-se camara de Newbauer e microscopio 6ptico no aumento de
40x. Acrescentou-se uma gota de Tween 80 a cada 100 mL de suspensdo.
Plantas de grdo-de-bico cv. Cicero com 7 dias de idade, produzidas
previamente em bandejas de polipropileno com substrato comercial, tiveram
suas raizes feridas com um bisturi e imersas, separadamente, por 10 minutos
em 200 mL da suspenséo de conidios de cada isolado de Fusarium. Em
seguida, as plantas foram transplantadas para vasos de 700 mL contendo
solo autoclavado na proporcdo 1:1 (solo/areia). Para cada isolado, foram
inoculadas vinte plantas (repeticbes). O controle consistiu-se de plantas
feridas ndo inoculadas com Fusarium. Foram consideradas plantas doentes
aguelas que apresentaram sintomas de murcha e/ou amarelecimento. A
incidéncia da doenca foi avaliada semanalmente durante 42 dias (6
semanas). A agressividade dos isolados foi mensurada pelo aumento da

incidéncia por semana, ao longo do periodo de avaliacao.
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O segundo experimento foi conduzido em casa de vegetacao durante
0s meses de setembro e novembro de 2014. Os isolados de Fusarium foram
cultivados durante 15 dias em meio BDA a 25 °C. Posteriormente, dez
colénias com 9 cm de cada isolado foram homogeneizadas em 1 L de agua
com o auxilio de liquidificador. Uma amostra de cada suspensao foi retirada
para a analise de unidades formadoras de colbénias (UFC). A partir de cada
amostra, procederam-se diluic6es seriadas na base 10 até 10°. Aliquotas de
0,1 mL das diluicdes 10 e 10° foram plagueadas em meio de cultura BDA +
rifamicina (0,2 % v/v), em triplicata, sendo espalhadas uniformemente com
alca de Drigalsky. As colbnias crescidas apds 48 horas em temperatura de 25
°C foram quantificadas. O calculo do nimero de microrganismos em UFC.mL"
! foi resultante do nimero de col6nias x diluicdo da amostra x 10.

A suspensdo obtida de cada isolado foi misturada em substrato
composto de solo e areia (2:1) na propor¢do de 100 mL/kg. Em seguida, o
substrato foi colocado em vasos de 700 mL. Para cada isolado, foram
utilizados 16 vasos, onde em oito deles foi feito o transplantio de mudas de
grao-de-bico, com sete dias de idade, com as raizes feridas. Nos outros,
foram colocadas duas sementes de grao-de-bico por vaso e néo foi feito
nenhum ferimento nas raizes das plantas desenvolvidas. O controle
consistiu-se de plantas e de sementes desenvolvidas em solo ndo inoculado.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Apés seis
semanas, as plantas foram retiradas dos vasos, seccionadas
transversalmente e verificadas quanto a ocorréncia de podriddo de raizes e
escurecimento do tecido vascular. Nos vasos onde ocorreu a germinacéo das
duas sementes, somente uma das plantas, escolhida ao acaso, foi levada em
consideragdo na avaliagdo. A incidéncia de doenca foi avaliada conforme

equacao descrita anteriormente.
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2.6 Analise dos dados

Os dados referentes a taxa de crescimento de F. solani e F.
oxysporum foram submetidos a analise de variancia e as médias agrupadas
pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade, utilizando-se o programa
estatistico SAEG 9.1.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Morfotipagem dos isolados

Dos 14 isolados de Fusarium caracterizados, obtidos de grao-de-
bico, 11 apresentaram marcadores morfologicos tipicos de F. oxysporum e
trés de F. solani, conforme descricdes de Gerlach e Nirenberg (1982) e Leslie
e Summerell (2006). Os isolados identificados como F. oxysporum
apresentaram caracteristicas macromorfolégicas bastante variaveis (TAB. 2).
A taxa de crescimento em BDA variou de 9,7 a 14,4 mm/dia. Todos o0s
isolados apresentaram micélio aéreo esparso e cotonoso com coloragao
branca ou creme. A pigmentacdo no verso da colénia variou entre as cores
violeta, azul, e creme. Essa variabilidade na morfologia também foi verificada
entre isolados de Fusarium oxysporum f.sp. ciceris (DUBEY et al., 2010;
HONNAREDDY; DUBEY,2007; MANDHARE et al., 2011).
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TABELA 2
Caracterizagdo morfolégica de isolados de Fusarium oxysporum e de Fusarium solani

“Coloragéo da Clamidéspor

3Macroconidios 3Microconidios

Taxa de cultura 0s
Isolados crescimento Comb/lar Combl/| Diametro
(mm/dia) Frente/verso prarg septos prarg septos médio
(um) (um) (um)
F. oxysporum
FCA 01 11,1 d* Branco/Violeta 18-47 x 2-4 3-7 4-16 x 1,5-3 0-1 5-9,5
FCA 02 12,1c Branco/Violeta 19-34 x 2-4 2-4 5-18 x 1,5-3 0-1 5-11
FCA 07 11,7 c Branco/Azul 27-47 x 2,5-5 3-6 4-10x 1,5-2 0-1 5-8,75
FCA 11 12,8 b Creme/Creme 29-42 x 3,5-4 3-5 3-12x1,5-2 0-1 5,5-10
FCA 13 13,0b Branco/Violeta 22-55 x 2,5-4 3-7 4-16 x 1,5-3 0-1 5,5-9,5
FCA 15 129b Creme/ Violeta 27-36 x 3-4 2-5 3-19x1,5-2,5 0-1 5-9,5
FCA 21 10,5d Branco/Violeta 31-53 x 3-4 3-6 5-20 x 1,5-3 0-1 3-12
FCA 22 9,7e Branco/Violeta 25-55 x 2,5-4 3-5 45-17 x1,5-3 0-1 3,5-10
FCA 24 13,2b Branco/Creme 23-46 x 2-3,5 3-5 4-17 x1,5-2,5 0-1 4,5-10
FCA 26 14,4 a Branco/Azul 27-42 x 3-3,5 3-5 3-16 x1-2,5 0-1 5-13,5
FCA 27 10,6 d Branco/Violeta 17-31x3-4 3 4-16 x 1,5-3 0-1 4-15
F. solani
FCA 10 10,1 e Branco/Marron 21-50 x 4-5 3-5 3-26 x 1,5-5 0-2 4-8,5
FCA 12 10,7 d Branco/Marron 23-45 x 4-5 3-4 6-24 x 2-4 0-2 5-10,5
FCA 19 99e Branco/Marron 22-51 x 3,5-5 3-5 7-27 x2-4 0-2 5-10,5

Notas: 'Diametro médio da coldnia obtido ap6s 4 dias de crescimento em BDA a 25 °C no escuro.
’Obtida ap6s14 dias de crescimento em BDA a 20°C/fotoperiodo de 12 horas de luz branca + luz negra.
3Caracterizados apos crescimento por 14 dias em SNA a 20°C/fotoperiodo de 12 horas de luz branca.

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott p<0,05.
Fonte: Da autora.
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Ao contrario dos isolados de F. oxysporum, caracteristicas de
coloracéo e taxa de crescimento e até mesmo de medidas micromorfol6gicas
nos isolados de F. solani variaram muito pouco. Todos os isolados
apresentaram micélio aéreo cotonoso e branco com pigmentacao marrom no
verso da colbnia. A taxa de crescimento variou de 9,9 a 10,7 mm/dia.
Somente o isolado FCA 10 apresentou micélio ralo com abundantes
esporodoquios de coloragdo creme no centro da coldnia.

Em relacdo a taxa de crescimento, os isolados caracterizados foram
divididos em cinco grupos (TAB. 2), sendo o isolado FCA 26 correspondente
ao grupo de crescimento mais rapido (a) e os isolados FCA 10, FCA 19 e
FCA 22 correspondentes ao grupo de crescimento mais lento (e). Embora
essas diferengas tenham sido observadas, crescimento micelial acima de 20
mm no quarto dia é um marcador morfoldgico utilizado para identificar tanto
F. oxysporum quanto F. solani (BOOTH, 1977). Portanto, néo foi possivel a
disting@o das espécies com base nesse pardmetro. A coloragdo de colbnias é
considerada uma caracteristica subjetiva, pois est4 sujeita avariacdo do
ambiente e a percepcéo do avaliador.

A partir de culturas em meio SNA com folha de cravo, foram
caracterizadas as estruturas micromorfolégicas, determinando-se as
dimens@es dos macroconidios, microconidios e clamidéporos de cada isolado
(TAB. 2).

Nos isolados de F. oxysporum, observou-se, no micélio aéreo, a
producdo de microconidios agregados em falsas cabecas sobre fidlides
curtas (FIG. 1A). Os microconidios apresentaram formas variadas (oval,
clavada, cilindrica e reniforme), com um ou nenhum septo e dimensdes
médias de 3-20 x 1-3 um (FIG. 1C). As células conidiogénicas observadas
foram monofialides, simples, curtas, geralmente com formato de garrafa e
com comprimento variando de 4-32 um (FIG. 1D; E). Os macroconidios
apresentaram-se com dimensodes de 17-55 x 2-5 ym, com formato falcado a
quase reto, com a célula basal em forma de pé e célula apical curvada em
forma de gancho (FIG. 1B). Revelaram septacdo variando de 2 a 7, mas a

maioria com 3 septos. Os macroconidios foram encontrados sendo
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produzidos abundantemente em esporoddquios de coloracdo esbranquicada
ou alaranjada, e em menor quantidade no micélio aéreo. Os isolados FCA 02,
FCA 22 e FCA 27 nao apresentaram a formacao de esporodéquios. Todos os
isolados apresentaram clamidésporos globosos de paredes lisas ou rugosas,
formados na hifas de forma intercalar, terminal ou superficial. Foram, em
geral, encontrados aos pares, em aglomerados, em cadeia curtas ou mesmo
solitarios (FIG. 1F- H).
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FIGURA 1- Caracteristicas morfoldgicas dos isolados de Fusarium
oxysporum obtidos de gréo-de-bico:
A) Falsas cabecas sobre fidlides curtas
B) Macroconidios
C) Microconidios
D-E) Conidiéforo simple
F-H) Clamid6sporos.
Fonte: Da autora.

Nos isolados de F. solani, foi observada uma produg¢édo de macro de
e micronidios em falsas cabecas sobre longas monofidlides (22,5-172,5 pm
de comprimento) presentes no micélio aério (FIG. 2A; E). Essa caracteristica
€ um dos principais marcadores morfologicos utilizados para diferenciar
espécies de FSSC das espécies de FOSC (LESLIE; SUMMERELL, 2006).
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Conidioféros ramificados no micélio aéreo também foram observados (FIG.
2B). Todos os isolados de F. solani apresentaram esporodéquios em
abundancia com coloracdo creme a alaranjado palido. Os macroconidios
produzidos no esporodéquio se mostraram maiores que os produzidos no
micélio aéreo. No geral, os macroconidios apresentaram 3-5 septos, formato
cilindrico levemente curvado, com célula basal em forma de pé (nem sempre
evidente) e célula apical arredonda (FIG. 2C). Foram observados micronidios
com 0-2 septos e formatos variando entre globoso, fusiformes, cilindricos e
reniforme (FIG. 2D). Tanto os macro quanto os micoconidios de F. solani
foram mais robustos e apresentam parede mais espessa que os de F.
oxysporum. As dimensdes encontradas foram de 21-51 x 3,5-5 pum para
macroconidios e de 3-27 x 1,5-5 um para microconidios. Todos os isolados
de F. solani produziram clamidésporos com o mesmo formato e disposi¢éo
dos encontrados em F. oxysporum (FIG. 2F-H), porém foi observado maior
frequéncia de clamidésporos rugosos e com rugosidade mais aparente. O

didmetro médio dos clamidésporos variou de 4-10,5 pm.



FIGURA 2 -  Caracteristicas morfologicas dos isolados de Fusarium solani
obtidos de gréo-de-bico:
A) Falsas cabecas sobre fialides longas
B) Conidiéforo ramificado
C) Macroconidios
D) Microconidios
E) Fialide simples
F-H) Clamidosporos.
Fonte: Da autora.

Nao foi verificada relagdo entre as caracteristicas macro e
micromorfolégicas ou qualquer marcador morfolégico que ajudasse a
estratificar os isolados dentro de cada morfotipo identificado. O nimero
limitado de caracteres morfoldgicos existentes muitas vezes nédo € suficiente
para expressar a grande diversidade existente dentro do género Fusarium
(LESLIE; SUMMERELL, 2006). Espécies que compartiham a mesma
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morfologia podem representar espécies filogenéticas distintas (ODONNELL,
2000).

3.2 Filogenia dos isolados

As sequéncias do gene EF-7a procedentes dos isolados de Fusarium
spp. e comparadas com a base de dados NCBI validaram a identificacdo
morfologica para cada isolado (TAB. 3). Para cada espécie encontrada, foram

feitas as analises filogenéticas.

TABELA 3
Identificagdo molecular dos isolados de Fusarium spp. obtidos de grao-de-

bico com base em sequéncias do gene EF-1a.

Cdédigo do isolado Resultado Blast

FCAO F. oxysporum
FCA 02 F. oxysporum
FCA 07 F. oxysporum
FCA 10 F. solani

FCA 11 F. oxysporum
FCA 12 F. solani

FCA 13 F. oxysporum
FCA 15 F. oxysporum
FCA 19 F. solani

FCA 21 F. oxysporum
FCA 22 F. oxysporum
FCA 24 F. oxysporum
FCA 26 F. oxysporum
FCA 27 F. oxysporum

Na analise filogenética gerada, os isolados de F. oxysporum (FCA 01,
FCA 02, FCA 07, FCA 11, FCA 13, FCA 15, FCA 21, FCA 22, FCA 24, FCA
26 e FCA 27) agruparam em um clado separado dos isolados de F.
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oxysporum f. sp. ciceris (GURJAR et al., 2009) com suporte de bootstrap de
96 % (FIG. 3). F. oxysporum f. sp. ciceris € um dos principais patégenos do
gréo-de-bico em todo o mundo (SINGH et al., 2007), o qual € uma espécie de
origem monofilética (DEMERS, GARZON; JIMENEZ-GASCO, 2014;
JIMENEZ-GASCO et al.,, 2002), que pode ser transmitido por sementes
(PANDE et al., 2007). Esse resultado evidencia que diferentes linhagens
filogenéticas de FOSC séo capazes de parasitar o mesmo hospedeiro. Porém
esse trabalho ndo fornece subsidios suficientes para afirmar que a linhagem
formada pelos isolados de F. oxysporum de grao-de-bico € uma espécie

filogenética distinta dentro de FOSC.

FCA 26 F. oxysporum
FCA 11 F. oxysporum
5a | FCA 21 F. oxysporum

f——— FCA 24 F. oxysporum
FCA 22 F. oxysporum

. FCA 13 F. oxysporum

FCA 15 F. oxysporum

% e FCA 07 F. 02tysporum

FCA 01 F. oxysporum

b FCA 02 F. oxysporum

FCA 27 F. oxysporum
i1

NRRL 32154 F.oxysporumf.sp.ciceris race 2
NRRL 32155 F.oxysporumf.sp.ciceris race 3
NRRL 32156 F.oxysporumf.sp_ciceris race 4

MNRRL 32153 F. oxysporum f.sp.ciceris race 1
— NRRL 38289 F. oxysporum f. sp. batatas
1001 NRRL 38273 F. oxysporum f. sp. passifiorae

NRRL 38302 Fusarium foetens

—
2

FIGURA 3 - Filograma de maxima parcimbnia para o gene EF-la de
linhagens do complexo Fusarium oxysporum, incluindo
isolados de grédo-de-bico do Brasil. O comprimento dos
ramos € indicado por escala na base da arvore, e os valores
de bootstrap (1000 repeticbes) sdo indicados em
percentagem acima dos internédios. Essa &rvore tem como
raiz F. foetens NRRL38302.

Fonte: Da autora
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Os isolados de F. solani obtidos de gréo-de-bico foram analisados e
também formaram uma diferente linhagem dentro de FSSC. Estudos
filogenéticos comprovaram que o complexo F. solani € distinto e composto de
3 grandes clados. O clado 1 é representado apenas pelas espécies F.
illudens e F. plagianthi, provenientes da Nova Zelandia; o clado 2
compreende patégenos da soja e do feijdo que ocorrem na América do Sul, e
o clado 3 é o maior e mais diverso, onde estéo incluidas espécies associadas
ao solo, além de outros patdgenos de plantas, incluindo mating populations e
espécies de importancia clinica (O’'DONNELL, 2000; O'DONNELL et al.,
2008). Na andlise filogenética, os isolados de F. solani (FCA10, FCA12 e
FCA19) agruparam-se juntos, com bootstrap de 97 %, no clado 3, tendo
como grupo irm&o o holotype de F. falciforme CBS 475-67, linhagem FSSC
3+4 (FIG. 4). F. falciforme se trata de um grupo diverso ainda nao resolvido
filogeneticamente, associado a solos e a infec¢cdes humanas (O’'DONNELL et
al., 2008; NALIM et al., 2011; ZHANG et al., 2006).

Os resultados obtidos rejeitam a hipétese inicial de que as espécies
patogénicas a soja descritas por Aoki et al. (2005), representadas no clado 2,
estivessem também causando doenca em gréo-de-bico, visto que o cultivo
de soja antecedeu o cultivo de grao-de-bico no local onde os isolados foram
obtidos. A espécie F. solani f.sp. pisi, que é associada a podridao radicular do
grdo-de-bico (HASANZADE, et al., 2008; WESTERLUND; CAMPBELL;
KIMBLE, 1974), também ndo apresentou relacdes filogenéticas com os

isolados estudados.
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74| NRRL 22278 f.sp. pisi MP-VIl 11-a

MRRL 28009 F. ensiforme clade 15-a
MRRL 22157 f.sp. mori MP-Il 17-a
MRRL 43489 F. ensiforme clade 6-a
NRRL 22536 f.sp.robiniae MP-VII 13-b

MRRL 43502 F. ensiforme clade 7-a
MRRL 32705 F. ensifrome clade 14-b
MNRRL 31169 F. ensiforme clade 25-a
NRRL 46707 Fusarium sp. 35-a

MRRL 28546 F. petroliphilum 1-a

MNRRL 22389 Fusarium sp. 24-a

MRRL 31158 F. ensiforme clade 15-a
NRRL 37625 F. ensiforme clade 27-a

MRRL 32309 F. ensiforme clade 12-d

NRRL 28541 F. ensiforme clade 26-a

NRRL 32437 F. ensiforme clade 28-a

NRRL 28008 F. ensiforme clade 29-a

_:NRRL 32755 Fusarium sp. 9-a
] NRRL 22400 f. sp. babatas MP-Il 23-a

g5 | NRRL 32492 Fusarium sp. 5-c
ENRRL 28679 Fusarium sp. 5-h
MRRL 22163 f.sp. xanthoxyli MP-IV 22-a

FRC S-2477 F. keratoplasticum T 2-ss
MRRL 46703 Fusarium sp. 34-a
MWRRL 22608 Fusarium sp. 20-a
NRRL 22101 F. striatum 21-a
F. falciforme CBS 475.67 T 3+4-ccc
FCA 12 Fusarium sp C. arietinum
FCA 10 Fusarium sp C. arietinum
FCA 19 F.sp C. arietinum
MRRL 22354 Fusarium sp. 33-a
MRRL 46517 F. pseudensiforme 33
MRRL 20438 F.ambrosium 19-a
FRC 51950 Fusarium sp. 38
MRRL 22098 f.sp. curcubitae MP- 10-b
MRRL 22570 f. sp. piperis 31-a
MNRRL 22178 Fusarium sp. 32-a
NRRL 32434 F_ lichenicola 16-b
—|— NRRL 22579 Fusarium sp. 30-a
MRRL 43467 Meocosmospora sp. 8-a
NRRL 22825 F. virguliforme
r NRRL 31096 F. tucumaniae
MNRRL 31104 F. cuneirostrum
MRRL 31949 F. crassistipitatum
MRRL 22743 F. brasiliense
MRRL 22276 F. phaseoli

MRRL 22090 F. illudens
99|: MNRRL 22632 F. plagianthi
s
FIGURA 4 -  Filograma de maxima parciménia para o gene EF-1a de linhagens
do complexo Fusarium solani, incluindo isolados de gréo-de-bico
do Brasil. O comprimento dos ramos é indicado por escala na
base da arvore, e os valores de bootstrap (1000 repeticdes) séo
indicados em percentagem acima dos internédios. Esta arvore
tem como raiz F. plagianthi NRRL22632 e F. iludens NRRL22090.

Fonte: Da autora.
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3.3 Patogenicidade dos isolados de Fusarium

No teste patogenicidade onde se feriu o sistema radicular
(experimento 1), todos os isolados testados de F. oxysporum e de F. solani
foram patogénicos ao gréo-de-bico e apresentaram sintomas ja na primeira
semana apo6s inoculagdo (FIG. 5). No entanto, quando o teste de
patogenicidade foi feito com plantas com ferimento ou semeadura direta
(experimento 2), ndo foram observados sintomas de fusariose durante as 6
semanas de avaliacdo, mas apenas necrose e escurecimento dos vasos do
sistema radicular (FIG. 6; 7). Os isolados de F. oxysporum apresentaram
maior incidéncia da doenca e agressividade em relacdo aos isolados de F.
solani, quando as raizes foram feridas antes da inoculacdo (GRAF. 1). Com
excegdo do isolado FCA 22, todos os demais isolados foram capazes de
parasitar e causar doeng¢a nas plantas, independentemente da metodologia
utilizada, do transplantio ou da semeadura direta (TAB. 4). Os resultados nédo
evidenciaram relac@o entre o a quantidade de indculo colocada no solo e a

incidéncia de doenca.
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FIGURA 5- Sintomas causados por Fusarium oxysporum e Fusarium
solani em plantas de gdo-de-bico cv. Cicero:
A) Planta com amarelecimento
B) Planta com murcha (esquerda) ao lado de planta sadia
C) Planta com podrid&o radicular.

Fonte: Da autora.

Nas plantas com ferimento radicular e inoculadas (Experimento 1), os
sintomas iniciais foram amarelecimento rapido a partir do limbo foliar, com
posterior seca e morte das plantas (FIG. 5A). Muitas chegaram a murchar e
secar mesmo antes de comecarem a amarelecer (FIG. 5B). Apés a
verificagdo do sistema radicular, as raizes estavam completamente
apodrecidas ou apresentavam escurecimento dos tecidos internos, mas nao
necessariamente nos feixes vasculares (FIG. 5C). Nessas plantas, ndo foram
observados sintomas que pudessem distinguir as espécie de F. solani de F.
oxysporum. A partir desses tecidos afetados, foi feito o reisolamento. Os
fungos reisolados apresentaram as mesmas caracteristicas morfologicas dos
fungos inoculados, completando, assim, os postulados de Koch. As plantas
controle ndo apresentaram sintomas de fusariose.

A incidéncia da doenca iniciou-se ja na primeira semana para 0s
isolados de F. oxysporum, com aumento crescente da agressividade até a

sexta semana (GRAF. 1A). Os isolados variaram em agressividade de acordo
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com a velocidade com que causaram doencas, sendo o isolado FCA 27 o
mais agressivo, causando alta incidéncia de doenca ja na segunda semana
apos a inoculacéo, enquanto os isolados FCA 01, FCA 02, FCA 11 e FCA 15
foram os menos agressivos. Os isolados FCA 07, FCA 13, FCA 21, FCA 22 e
FCA 24 apresentaram agressividade intermediaria (GRAF. 1A). Ja para F.
solani, os isolados FCA10 e FCA12 apresentaram aumento na incidéncia e
na agressividade a partir da segunda semana de inoculacdo, com excecao do
isolado FCA 19, que permaneceu constante (GRAF. 1B). Esses resultados
mostram que isolados de uma mesma espécie podem variar em
agressividade, mesmo sendo obtidos de uma mesma cultura e regido
geogréfica. Diferencas entre espécies ou entre isolados da mesma espécie
podem ser resultado de fatores genéticos (PEREIRA et al., 2006). Jiménez-
Gasco et al. (2004) relataram que as diferencas entre a agressividade de
cepas de F. oxysporum f. sp. ciceris pode ser explicada pela existéncia de

diferentes patotipos e ragas do patégeno.
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Curva de progresso de fusariose em plantas de grao-de-
bico cv. Cicero em funcao dos isolados avaliados:

A) De Fusarium oxysporum
B) De Fusarium solani.

Fonte: Da autora.
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Westerlund et al. (1974) utilizaram a mesma metodologia de
ferimento e observaram sintomas de F. solani aos 10 e 14 dias, enquanto,
para F. oxysporum foi aos 14 e 21 dias ap0s a inoculagdo de mudas de gréo-
de-bico. Esses autores observaram também que, embora plantas de grédo-de-
bico inoculadas com F. oxysporum e F. solani apresentassem sintomas
similares na parte aérea, 0s sintomas internos e abaixo do solo eram distintos
para F. oxysporum (descoloracdo vascular) e F. solani (podridao negra nas
raizes sem descoloracdo vascular). Em outro estudo, Trapero-Casas e
Jiménez-Diaz (1985) relataram que isolados de F. oxysporum, além de
causarem amarelecimento e murcha foliar associados a descoloracéo
vascular em plantas de grao-de-bico, também causaram podriddo de raizes e
do colo. Na presente pesquisa, 0s sintomas das plantas inoculadas com as
espécies estudadas também ndo apresentaram quadro sintomatolégico de
diferenciagdo. Portanto, nem sempre a sintomatologia causada pelo
patégeno é distinta, o que torna dificil o diagndstico do agente etiolégico
somente com parametros visuais.

Quando as mudas feridas foram transplantas ou feita a semeadura
direta e 0 substrato infestado com Fusarium (experimento 2), no final da
sexta semana, todas as plantas de gréo-de-bico estavam aparentemente
sadias, com as folhas verdes, ndo demonstrando nenhum sinal de
amarelecimento ou murcha. Porém, quando as raizes foram examinadas,
observou-se que muitas plantas apresentaram o tecido radicular enegrecido,
com necrose aparente ou escurecimento dos vasos condutores (FIG. 6; 7).
Nesse experimento, também comprovou-se o teste de patogenicidade apds
reisolamento dos isolados de F. solani e F. oxysporum e auséncia de doenca
nas plantas controle. Partindo desse principio, pode-se confirmar que todos
os isolados de F. oxysporum, quanto de F. solani foram patogénicos ao gréao-
de-bico, causando incidéncias que variaram entre 0s isolados e a
metodologia utilizada (TAB. 4). Os resultados mostram que nem sempre
plantas de gréo-de-bico doentes exteriorizam sintomas, o que pode dificultar
a adocdo de medidas de controle e permitir a multiplicacdo do patégeno na
area de cultivo. Segundo Zote et al. (1996), a incidéncia da murcha em
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campos de cultivo aumenta consideravelmente a cada ano e sua gravidade
esta diretamente relacionada ao aumento da densidade do inéculo de

patdégenos de solo.

FIGURA 6 - Sintoma de necrose radicular e vascular em plantas de gréo-
de-bico cv. Cicero apés a sexta semana da inoculagdo com
isolados de Fusarium oxysporum:

A-C) Plantas inoculadas;
C) Testemunha néo inoculada.

Fonte: Da autora
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FIGURA 7 -  Sintoma de necrose radicular e vascular em plantas de grao-
de-bico cv. Cicero apds a sexta semana da inoculagdo com
isolados Fusarium solani:

A-C) Plantas inoculadas
D)Testemunha nao inoculada.
Fonte: Da autora.



TABELA4

Incidéncia de fusariose em plantas de gréo-de-bico transplantadas ou
semeadas diretamente em solo infestado com diferentes isolados de
Fusarium spp. e cultivadas ap0s seis semanas em casa de vegetacao
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ISOLADO

INCIDENCIA (%)

TUEC/mL 2 .
2 Transplantio de
Inoculadas Semeadura | fori
o solo plantas feridas

F. oxysporum
FCA 01 1,43 x 10‘? 37,5 12,5
FCA 02 4,33x10° 50 87,5
FCA 07 8,27 x 10° 37,5 12,5
FCA 11 5,07 x 10° 12,5 37,5
FCA 13 1,18x 10’ 25 100
FCA 15 9,3 x 10° 12,5 25
FCA 21 1,39 x 10? 50 37,5
FCA 22 3,43 x 10° 0 12,5
FCA 24 5,3 x 10° 50 62,5
FCA 26 3,8 x 106‘ 75 37,5
FCA 27 6,33 x 10° 50 62,5
F. solani
FCA 10 4.03 x 10‘6 37,5 75
FCA 12 7,8x10° 37,5 75
FCA 19 2,56 x 10° 37,5 100
Controle 0 0

Notas:' Unidades Formadoras de Colénia.
Total de oito plantas.
Fonte: Da autora.

As temperaturas observadas no periodo de conducdo dos dois

experimentos de patogenicidade foram altas, quase ndo havendo variacédo

entre as temperaturas médias (TAB. 05).

Porém a umidade relativa do ar

observada foi menor durante a conducdo do experimento 2 (meses de

setembro e outubro). Dessa forma, a maior umidade, associada as altas

temperaturas, pode ter favorecido os patdgenos que agravaram o quadro

sintomatolégico da doenga no experimento 1. Landa et al. (2006) observaram

que a temperatura afeta a severidade e a taxa de desenvolvimento dos
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sintomas da murcha de fusarium, bem como a expressdo de resisténcia ou
suscetibilidade de certos genétipos de grdo-de-bico. Navas-Cortés et al.
(2007) reportaram uma correlacao positiva entre a temperatura do solo e a
severidade da murcha-de-fusarium. Os resultados mostram que, além da
temperatura, a umidade também pode influenciar o processo de

desenvolvimento da doenca.



TABELA 5
Médias de temperaturas (°C) méaximas, minimas e médias, umidade relativa do ar e precipitagdo no peridos

dos experimentos de patogenicidade

T. Max T. Min T. Média U.R (%) Precipitacdo (mm)
) Dez/ 2013 27,38 20,87 23,37 84,54 15,2
Experimento 1
Jan/2014 30,82 19,34 24,84 69,52 0,64
) Set/ 2014 31,77 17,2 24,57 49,92 0,17
Experimento 2
Out/2014 31,55 18,58 25,04 54,91 2,99

Fonte: Estacdo meteorologica do ICA/UFMG.
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Praticamente todos os isolados foram capazes de parasitar e causar
doenca nas plantas, independentemente do ferimento feito (TAB. 4).
Somente o isolado FCA 22 ndo conseguiu causar doenca em plantas sem
ferimento. Para a maioria dos isolados inoculados, incluindo todos os de F
solani, a incidéncia de doenca foi maior em plantas feridas, o que ressalta a
importancia de se evitar danos as raizes das plantas durante os tratos
culturais.

Nesse ensaio também ndo foi possivel identificar sintomas que
diferenciassem a doenca causada por F. oxysporum da causada por F.
solani. De acordo com Harverson (2011), essas espécies fazem parte de um
complexo de fungos do solo que incluem outros patégenos, como: Pythium
spp., Phytophthora megasperma e Rhizoctonia solani. Todos causam
doencas no gréo-de-bico, as quais séo dificeis de serem diagnosticadas com
base em sintomas. Dessa forma, o uso de ferramentas morfolégicas e

moleculares faz-se necessario para a identificacdo correta do patégeno.
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4 CONCLUSAO

N&do foram observados morfotipos distintos para os isolados de
F.oxyporum e F. solani avaliados.
Ha linhagens filogeneticamente distintas de F. oxysporum e F. solani,
capazes de parasitar e causar doenca em gréo-de-bico.
Todos os isolados de F. oxysporum e F. solani foram patogénicos ao
gréo-de-bico cv. Cicero.
O isolado FCA 27 de F. oxysporum e FCA 12 de F. solani foram os

mais agressivos em causar doencga na planta hospedeira estudada.
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CAPITULO 3: POTENCIAL ANTAGONISTA DE Trichoderma sp. A
Fusarium solani E Fusarium oxysporum CAUSADORES DE PODRIDAO
RADICULAR EM GRAO-DE-BICO

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi selecionar isolados de Trichoderma sp. com o
potencial antagbnico a F. solani e F. oxysporum causadores da podridao
radicular em gréo-de-bico, por meio de experimentos in vitro e in vivo.
Isolados de Trichoderma sp. obtidos da rizosfera de plantas de grao-de-bico
foram avaliados in vitro quanto ao antagonismo a isolados patogénico de F.
solani e F. oxysporum, por meio da competicdo em culturas pareadas e da
producdo de compostos organicos volateis e ndo volateis termoestaveis com
atividade fungicida e/ou fungistatica. No experimento de antagonismo em
casa vegetacdo, quatro isolados de Trichoderma sp. selecionados foram
avaliados isoladamente e combinados em comparacdo ao produto comercial
Quality®. Os isolados de Trichoderma sp. foram eficientes competidores e
produziram metabdlitos volateis capazes de inibir o crescimento micelial das
duas espécies de Fusarium testadas. Os metabdlitos ndo volateis
termoestaveis produzidos pelos isolados de Trichoderma sp. apresentaram
baixa atividade inibitéria a F. solani e F. oxysporum e variaram quanto a sua
acdo. Apesar do efeito antagonista observado in vitro dos isolados de
Trichoderma testados, os mesmos n&o controlaram a fusariose e nem
promoveram o crescimento do grdo-de-bico nas condic¢des in vivo estudadas.
Resultado similar foi observado também no controle.

Palavras-chave: Cicer arietinum. Fusariose. composto organicos volateis.
Antagonismo. Controle bioldgico.
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CHAPTER 3: ANTAGONIST POTENTIAL OF Trichoderma sp. AGAINST
Fusarium oxysporum AND Fusarium solani CAUSING ROOT ROT IN
CHICKPEA.

ABSTRACT

The aim of this study was to select isolates of Trichoderma sp. with the
potencial antagonistic to F. solani and F. oxysporum causing of the root rot
disease in chickpea through experiments in vitro and in vivo. Trichoderma sp.
Isolated obtained from the rhizosphere of chickpea plants were evaluated in
vitro as to antagonism to pathogenic isolates of F. solani and F. oxysporum
through competition in paired culture tests and of the production of volatile
organic compounds and non-volatile thermostable with fungicidal and/or
fungistatic activity. In the antagonism experiment in greenhouse four isolates
of Trichoderma sp. selected were evaluated separately and combined as
compared to the commercial product Quality®. The Trichoderma sp. were
efficient competitors and produced volatile metabolites capable of inhibiting
the mycelial growth of two species of Fusarium tested. The non-volatile
thermostable metabolites produced by isolates of Trichoderma sp. showed a
low inhibitory activity to F. solani and F. oxysporum and varied as their action.
Despite the antagonistic effect observed in vitro of Trichoderma isolates
tested, the same did not control fusarium neither promoted the clickpea
growth in in vivo conditions studied. A similar result was also observed in the
control.

Keywords: Cicer arietinum. Fusarium. Volatile organic compound.
Antagonism. Biological control.
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1 INTRODUCAO

O género Fusarium envolve fungos cosmopolitas, habitantes do solo
e abundantes em regifes temperadas e tropicais. Muitas espécies sao
importantes patégenos de plantas cultivadas, causando sérios danos
econdmico ao setor agricola (LESLIE; SUMMEREL, 2006).

Na cultura do grdo-de-bico (Cicer arietinum L.), duas importantes
doencas causadas por Fusarium sp. sdo conhecidas: a murcha de fusarium,
causada por Fusaium oxysporum f. sp. ciceris e a podriddo negra da raiz,
causada por Fusarium solani. Ambas espécies encontram-se presentes em
varios paises do mundo, onde se cultiva o grdo-de-bico (NENE et al., 2012).
Em estudos do capitulo anterior, foram identificadas as espécies de F. solani
e F. oxysporum, provenientes de plantas de grado-de-bico com sintomas da
doenca cultivadas no Planalto Central do Brasil, as quais foram patogénicas
e agressivas, causando podriddo radicular ,com consequente, murcha e
morte das plantas.

Devido a sobrevivéncia no solo por meio de clamiddsporos, essas
espécies sao dificeis de serem manejadas por métodos convencionais, como
controle quimico e rotacdo de culturas (MOHAMMADI; BANIHASHEMI, 2006;
SINGH et al., 2007). O uso de cultivares resistentes é pouco eficiente devido
a grande variabilidade de Fusarium (JIMENEZ-GASCO et al., 2005). Os
fungos do género Trichoderma tém sido amplamente estudados como
antagonistas a fitopatdgenos. Por serem isolados do solo e da rizosfera de
plantas, obtém maior sucesso no controle de doencas radiculares (AGUIAR
et al, 2013). Esses microrganismos possuem grande versatilidade de
mecanismos de acao, atuando sobre outros fungos por meio de antibiose e
metabdlitos volateis, micoparasitismo, producédo de enzimas degradadoras de
parede celular e competicdo por nutrientes e substrato (HARMAN et al.,
2004; VINALE et al., 2008b; ZHANG et al., 2014). Além dos mecanismos
mencionados, isolados de Trichoderma também podem atuar como
promotores de crescimento e indutores de resisténcia contra diversos
patégenos (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009; HARMAN et al., 2004).
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Bioprodutos a base de Trichoderma spp. sdo comercializados em
varias regides do mundo (BETTIOL et al., 2012). No Brasil, a limitada
disponibilidade de bioformulados devidamente registrados no Ministério da
Agricultura Pesca e Abastecimento (MAPA) para culturas de importancia
ecnondmica, aliada a falta de identificagdo de novos isolados com potencial
no biocontrole e a pouca divulgacdo dos beneficios do uso desses agentes,
limitam a sua utilizacdo pelo produtor (MACHADO et al., 2012). Portanto, a
prospeccdo de isolados e a avaliagdo do seu potencial antagbdnico a
fitopatégenos sdo etapas primordiais no processo de desenvolvimento de
produtos bioldgicos para controle de doencas de plantas. Partindo desse
principio, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar e selecionar
isolados de Trichoderma sp., por meio de teste in vitro e in vivo, quanto ao
potencial antagbnico a espécies de F. solani e F. oxysporum, causadoras da

podridéo radicular e murcha no gréo-de-bico.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao de isolados de Trichoderma

As amostragens foram realizadas no més de julho de 2013, em area
de cultivo comercial de grédo-de-bico, no municipio de Cristalina-GO.
Amostras de solo da rizosfera de plantas de grdo-de-bico de diferentes
genodtipos com sintomas da doenca murcha de fusarium (amarelecimento,
murcha e descoloracdo nos tecidos vasculares) foram coletadas, colocadas
em sacos plasticos e armazenadas em geladeira a 4 °C.

Os isolamentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal de Minas Gerais, campus Montes Claros, por meio da
técnica de diluicdes seriadas. Para isso, 25 g de cada amostra de solo foram
homogeneizadas em 225 mL de 4gua destililada esterilizada (ADE) (diluicdo
10™"). Na segunda diluicio (10, transferiu-se 1 mL da diluicdo 10™ para tubo
de ensaio contendo 9 mL de ADE e, assim, sucessivamente, até a diluicao
10“. Aliquotas de aproximadamente 100 pL das diluices 10 foram
colocadas em placas de petri contendo meio BDA, espalhadas com uma alca
de Drigalsky e incubadas em BOD a 25 °C, sendo transferidas as colbnias
tipicas de Trichoderma para outras placas contendo o mesmo meio de
cultura, obtendo-se, assim, col6nias puras dos isolados de Trichoderma. As
caracteristicas macroscépicas e microscopicas de cada isolado foram
examinadas para confirmacdo do género. A partir das culturas puras obtidas
foram feitas culturas monoconidiais que foram conservadas em ADE
(CASTELLANI, 1939) e em tubos de ensaio contendo meio BDA e

armazenadas a 4 °C para usos posteriores (TAB.1).
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TABELA 1

Isolados de Trichoderma sp. obtidos da rizosfera de plantas de grao-de-bico
(Cicer arietinum L.) cultivadas em Cristalina-GO

'codigo Amostra/cultivar
TO1 Amostra 12/CNPH 0233
T 02 Amostra 12/CNPH 0233
T 03 Amostra 3/ CNPH 0334
T 04 Amostra 3/CNPH 0334
T 05 Amostra 6/Cicero
T 06 Amostra 12/ CNPH 0233
T 07 Amostra 10/ Jamu 96
T 08 Amostra 10/ Jamu 96
T09 Amostra 10/Jamu 96
T10 Amostra 6/Cicero
T11 Amostra 6/Cicero
T12 Amostra 1/CNPH 0334
T13 Amostra 1/ CNPH 0334
T14 Amostra 3/CNPH 0334
T15 Amostra 12/ CNPH 0233
T16 Amostra 5/ Cicero
T17 Amostra 10/ Jamu 96
T 18 Amostra 10/ Jamu 96
T19 Amostra 5/ Cicero
T20 Amostra 1/ CNPH 0334
T21 Amostra 1/ CNPH 0334

Notas:' T-Isolados de Trichoderma.
Fonte: Da autora.

2. 2 Isolados dos patégenos utilizados

Foram utilizados os isolados FCA 27 e FCA 12 de Fusarium

oxysporum e Fusarium solani, respectivamente, pertencentes & micoteca do
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Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal de Minas Gerais.
Ambos foram obtidos de tecidos radiculares de plantas de grao-de-bico
coletadas em Cristalina-GO, com sintomas aparentes de fusariose, sendo
comprovadamente patogénicos e agressivos ao cultivar Cicero de gréo-de-
bico (Capitulo 1).

2.3 Ensaio de antagonismo in vitro de Trichoderma sp. a Fusarium spp.

Todos os isolados de Trichoderma sp. foram avaliados quanto ao
potencial antagonista aos isolados de Fusarium supracitados, por meio da
competicdo em culturas pareadas. Treze isolados foram selecionados e
avaliados quanto a produgcdo de metabdlitos secundarios com atividade
fungicida/fungistatica (ndo volateis) e a producdo de compostos organicos
volateis (COV).

2.3.1 Ensaio de competic&o por nutrientes

Neste experimento, foram avaliados os isolados de Trichoderma sp.
contra os isolados de Fusarium spp. pelo método das culturas pareadas
(DENNIS ; WEBSTER, 1971c). Para isso, um disco de micélio de 4 mm de
didmetro do isolado de Fusarium e outro do antagonista, provenientes de
culturas maduras com sete dias de crescimento em meio BDA, foram
colocados em placa de petri de 90 mm, contendo 0 mesmo meio de cultura,
em lados opostos e distantes a 1 cm da lateral da placa de petri. No controle,
colocou-se apenas o disco de Fusarium na periferia das placas. Cada
pareamento foi feito em triplicata e as placas foram incubadas a 25 °C, com
fotoperiodo de 12 horas por 7 dias. Apds esse periodo, o crescimento radial
das colbnias dos patégenos foi medido para o calculo da inibicdo do
crescimento micelial, conforme a equagdo a seguir, onde ICM =
percentagem de inibicdo de crescimento micelial, C = crescimento radial de
Fusarium no controle, e T = crescimento radial de Fusarium na presenca de

Trichoderma sp.:
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ICM =C-T/C x 100

Os isolados de Trichoderma sp. foram classificados quanto ao
antagonismo, conforme a escala de notas proposta por Bell et al. (1982),
considerando a sua capacidade de competicdo a saber: nota 1, Trichoderma
sp. cobre 100% da superficie do meio e coloniza totalmente o patégeno; nota
2, Trichoderma sp.cresce sobre pelo menos 2/3 da superficie do meio e
coloniza parcialmente o patdgeno; nota 3, Trichoderma sp. ocupa pelo menos
1/2 da superficie do meio sem colonizar o patégeno; nota 4, patégeno néo é
colonizado e cresce sobre pelo menos 2/3 do meio; e nota 5, patdégeno cobre

100% da superficie do meio.

2.3.2 Avaliacdo da inibicdo de Fusarium spp. por compostos

organicos volateis

Os isolados de Trichoderma sp. foram cultivados em placas de petri
de 90 mm de diametro contendo meio BDA e mantidos em temperatura
ambiente durante trés dias. Em placas separadas, com mesmo diametro, e
contendo o mesmo meio de cultura, foram cultivados os isolados de Fusarium
spp. por meio de um disco de micélio de 4 mm. Para avaliar a producdo de
compostos organicos volateis, utilizou-se o método das placas invertidas
(DENNIS; WEBSTER 1971b). Para isso, as tampas das placas foram
removidas e a parte inferior daquelas contendo Fusarium spp. foram
invertidas sobre aquelas contendo os isolados de Trichoderma sp. As laterais
foram seladas com varias camadas de filme plastico de PVC transparente. O
controle consistiu de placas inoculadas com Fusarium spp. invertidas sobre
placas contendo meio BDA ndo inoculado. Cada tratamento foi feito em
triplicata. Apds esse procedimento, as placas foram incubadas a 25 °C com
fotoperiodo de 12 h. O diametro das colbnias de Fusarium foi medido no 4°,
7° e 10° dia de incubacéo, para o célculo da inibigcdo do crescimento micelial,

utilizando-se a mesma equacgdo mencionada anteriormente.
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2.3.3 Avaliacdo da inibicdo de Fusarium spp. por compostos orgéanicos

nao volateis

Foi utilizada a metodologia proposta por Dennis e Webster (1971a),
com modificacdes. De cada isolado de Trichoderma sp., crescido em meio
BDA por sete dias, foram retirados oito discos miceliais (4 mm), os quais
foram transferidos para erlenmeyers contendo 100 mL de caldo BD (200 g
batata-20 g dextrose-1 L de éagua). Apos 20 dias de crescimento em
temperatura ambiente e sob agitacdo manual diaria, o meio liquido dos
Erlenmeyers foi filtrado em membrana milipore de 0,45 ym de didmetro do
poro em sistema de filtragdo composto por coletor graduado, frasco receptor
e pinca de aluminio para unido do conjunto em kitassato, acoplado em
bomba de sucgdo a vacuo. Os filtrados fungicos obtidos foram autoclavados
a 121 °C por 20 minutos e incorporados ao meio BDA fundente na proporcao
de 20 % (v/v). O tratamento controle consistiu-se de meio BDA, acrescido de
agua estéril na mesma proporcao dos filtrados. O meio de cultura foi vertido
em placas e, apo6s a solidificagdo, colocou-se, no centro, um disco de micélio
dos isolados de Fusarium. Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticbes para cada tratamento. As placas foram
incubadas em camara BOD a 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas. As
avaliagBes do didmetros das coldnias foram feitas aos quatro, sete e dez dias
apos a incubacdo para o calculo do indice de inibicdo, conforme descrito

anteriormente.

2.4 Experimento em casa de vegetacao

Para o teste de antagonismo in vivo foram utilizados os isolados T1,
T3, T7 e T13 de Trichoderma sp. individualmente e em mistura (mix). O
experimento foi realizado nos meses de dezembro de 2014 e janeiro de 2015.
Esses isolados foram selecionados por terem apresentado bons resultados

nos experimentos in vitro. Para comparacéo, foi utilizado o produto comercial
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Quality®, a base de Trichoderma asperellum, na formulacdo em granulos
dispersiveis (WG).

Os isolados de Fusarium spp. foram cultivados em placas de 90 mm
com meio BDA por 15 dias. Posteriormente, o meio de cultura com as
colbnias flngicas foram trituradas em liquidificador na proporcao de 10 placas
por litro. Retirou-se uma aliquota da suspensao para a analise das unidades
formadoras de colbnias. Ja os isolados de Trichoderma sp. foram cultivados
no mesmo meio e incubados por sete dias. ApOs esse periodo, 20 mL de
agua foram adicionados as placas de cultivo e os conidios foram suspensos
com um bastdo de vidro. A suspensdo de esporos foi filtrada em gaze,
quantificada em camara de Newbauer e ajustada para 5,0 x 10’ conidios.mL’
Lo produto comercial Quality® foi diluido em agua, de forma a obter essa
mesma concentracdo. O mix foi obtido por meio da mistura de partes iguais
das suspensfes calibradas dos isolados T1, T3, T7, 13. A seguir, 50 mL das
suspensdes de Trichoderma e de Fusarium foram homogeneizadas em 1 kg
de substrato composto por solo e areia, previamente autoclavados, na
proporcdo 1:1. Plantas de grédo-de-bico da cultivar ‘Cicero’, com sete dias de
idade, produzidas em bandejas de propileno, tiveram suas raizes feridas com
bisturi. Em seguida, foram transplantadas para os vasos contendo substrato
infestado com os diferentes tratamentos contendo os isolados de
Trichoderma e Fusarium. O controle consistiu de plantas feridas
transplantadas em solo ndo inoculado. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial (7x2)+1, sendo
seis tratamentos com Trichoderma sp. (T1, T3, T7, T13, mix e Quality®) e um
sem Trichoderma x dois isolados de Fusarium spp. (Fusarium solani e
Fusarium oxysporum) + tratamento adicional sem inoculado (controle),
totalizando 15 tratamentos com oito repeticbes. As plantas foram mantidas
em casa de vegetacdo sob irrigacdo, didria durante cinco semanas. Apds
esse periodo, as plantas foram retiradas dos vasos e avaliadas quanto ao
desenvolvimento e a ocorréncia da doenca. Foram medidos os comprimentos
do sistema radicular e da parte aérea e obtidas as suas respectivas massas

frescas e secas. Para a determinagéo da matéria seca das plantas, as raizes
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e a parte aérea foram separadas, acondicionadas em sacos de papel e secas
em estufa de ventilacédo forcada a 65 °C por 48 h. A doenca foi avaliada pela
andlise visual de sintomas de fusariose, lesGes radiculares no interior dos

vasos condutores.

2.5 Analise dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias
foram agrupadas pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. Para os
dados relativos a inibicdo por metabdlitos ndo volateis termoestaveis foi
utilizada a transformagao dos dados para “arco seno da raiz quadrada de
y/100”. Antes da transformacdo dos dados, os valores “zero” foram
transformados para 1/4 n, onde n = niUmero méaximo de observacdes (valor
médio do controle). As andlises foram realizadas com o auxilio do programa
estatistico SAEG.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio de competicdo por nutrientes

No experimento de antagonismo em culturas pareadas, todos ao
isolados de Trichoderma sp. inibiram o crescimento de F. solani e F.
oxysporum (TAB. 2). Foram observadas variacdes entre os isolados em
relacdo a capacidade de supressdo do crescimento das espécies de
Fusarium no sétimo dia de avaliacdo. Os isolados de Trichoderma sp.
inibiram entre 37,43 a 50,29 % o crescimento micelial de F. solani, sendo as
maiores inibicdes causadas pelos isolados T1, T2, T3, T4, T5, T7, T11 e T12.
J& para F. oxysporum, a inibicdo do crescimento micelial variou de 21,53 a
45,03% e os isolados T1, T3, T6,T12, T13, T16,T18 e T19 foram os que
causaram as maiores inibicbes. Na testemunha, o didmetro médio das
colbénias de Fusarium foi de 5,7 cm para F.solani e 4,6 cm para F oxysporum,

respectivamente.
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Inibicdo do crescimento micelial (ICM) de Fusarium oxysporum e Fusarium

solani por isolados de Trichoderma sp. em cultivo pareado e atribuicdo de

notas, conforme Bell et al.(1982)

ICM (%) *NOTAS
Isolados F. solani F. F. solani F.
oxysporum oxysporum

T1 49,71 aA 40,96 aB 2,0 bA 1,7 aA
T2 45,61 aA 35,21 bB 2,0 bA 1,0 bB
T3 45,28 aA 45,03 aA 1,3 bA 1,7 aA
T4 43,86 aA 31,61 cB 1,7 bA 1,3 bA
T5 46,20 aA 32,33 ¢cB 1,7 bA 2,0 aA
T6 37,43 bA 38,80 aA 23 aA 2,0 aB
T7 45,03 aA 34,49 bB 2,0 bA 1,7 aA
T8 39,77 bA 34,49 bA 2,7 aA 1,7 aB
T9 39,18 bA 31,61 cB 2,0 bA 1,3 bA
T10 42,69 bA 34,49 bB 2,0 bA 2,0 aA
T11 44,44 aA 27,29 cB 1,7 bA 2,0 aA
T12 50,29 aA 40,24 aB 2,0 bA 1,0 bB
T13 40,94 bA 42,59 aA 1,7 DbA 1,3 bA
T14 38,60 bA 35,93 bA 1,7 DbA 20 aA
T15 40,35 bA 28,73 cB 2,0 bA 2,0 aA
T16 41,52 bA 40,96 aA 2,0 bA 1,7 aA
T17 39,77bA 36,65 bA 2,0 bA 1,7 aA
T18 40,35 bA 43,12 aA 2,0 bA 1,0 bB
T19 40,45 bA 40,24 aA 2,0 bA 1,3 bA
T20 37,43 bA 24,41 dB 2,0 bA 1,0bB

T21 38,60 bA 21,53 dB 3,0 aA 2,0 aB

CV (%) 11,34 23,82

Notas: Dados seguidos pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na
coluna nédo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.
* Classificacdo conforme escala de notas de Bell et al.(1982).

Fonte: Da autora.
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Os principais mecanismos envolvidos no antagonismo de fungos por
Trichoderma sp. a fungos fitopatogénicos s&o a competicdo por nutrientes e
espaco, 0 hiperparasitismo e a producdo de substancias antibiticas e
enzimas hidroliticas (HARMAN et al.,, 2004). A maioria dos isolados de
Trichoderma sp. avaliados no pareamento com F solani ou F. oxysporum
apresentou rapido crescimento em meio de cultura. Segundo Benitez et al.
(2004), alguns fungos fitopatogénicos sdo sensiveis a falta de alguns
nutrientes, o que faz de Trichoderma sp. um fungo bastante competitivo
devidido ao seu rapido crescimento. Zhang et al. (2014) observaram, em
estudo de antagonismo do isolado de Trichoderma harzianum T-E5 a
Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum, que ocorreu hiperparasitismo,
producdo de substéncias extracelulares, como a excre¢cdo de enzimas e
compostos volateis induzida e regulada pela presenca de F. oxysporum. No
presente experimento, porém ndo foi observada a presenca de halos de
inibicdo, que sdo tipicos da expressdo de antibiose. Grande parte dos
isolados avaliados nesta pesquisa (T1, T2, T4, T5, T7, T9, T10, T11, T15,
T20, T21) foi estatisticamente mais eficientes na inibicdo do crescimento de
F. solani do que de F. oxysporum. Portanto, a variacdo na inibicdo
observada nesta pesquisa pode ser explicada pelo fato de que espécies de
Trichoderma podem ser diferencialmente seletivas contra diferentes fungos e
0 controle exercido variavel entre espécies ou entre isolados da mesma
espécie (LOUZADA et al., 2009; WELLS et al., 1972).

De acordo com a classificagdo proposta por Bell et al. (1992), é
considerado um isolado com bom potencial antagonista aqueles cuja nota,
(valor médio) seja < 2, ou seja, o isolado que cresce sobre pelo menos 2/3 da
superficie do meio e coloniza parcialmente o patégeno. Dessa forma, todos
os isolados de Trichoderma sp. foram considerados bons antagonistas a F.
oxysporum, destacando-se os isolados T2, T4, T9, T12 ,T13, T18, T19 e T20.
Somente os isolados T6, T8 e T21 ndo foram bons antag6nistas a F. solani

com notas = 2,3 e estatisticamente superiores aos demais.
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Os isolados T2, T6, T8, T12, T18, T20 e T21 se mostraram mais
agressivos a F. oxysporum, colonizando uma superficie maior desse
patégeno do que de F. solani (FIG. 1). A capacidade de Trichoderma sp. em
parasitar fungos fitopatogénicos tem sido relatada em varios estudos (MELO;
FAULL, 2000; BENHAMOU;CHET, 1996; LOUZADA et al., 2009; RAM;
KENDURKAR, 2014). Trichoderma sp. sdo capazes de reconhecer as hifas
de outros fungos e crescer em sua direcdo presumivelmente em resposta a
estimulos quimicos produzidos pela hifa hospedeira, e, apds a infeccao,
utilizam o conteudo das hifas hospedeiras como fonte de nutrientes por meio
de enzimas degradadoras de parede celular, como glucanases, quitinases e
proteases (HARMAN et al., 2004). Apesar do crescimento e o enrolamento
de hifas serem importantes no processo de parasitismo, isso ndo garante
sucesso no controle biolégico (ALMEIDA et al., 2007). Os antagonistas mais
promissores sdo aqueles que apresentam mais de um mecanismos de acéo
(MELO; AZEVEDO, 1998).
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FIGURA 1- Atribuicdo de notas aos isolados de Trichoderma sp. quanto ao
antagonismo exercido sobre Fusarium oxysporum:
A) Nota 1,
B) Nota 2;
e sobre Fusarium solani:
C)nota 1,
D) nota 2,
E) nota 3.
Fonte: Da autora.

Baseado no desempenho no experimento de culturas pareadas, os
isolados T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T11, T12, T13, T16, T18 e T19 foram
selecionados para a avaliacdo da produgdo de compostos organicos volateis

e nao volateis.

3.2 Inibi¢cdo de Fusarium spp. por compostos organicos voléateis

Todos os isolados de Trichoderma sp. avaliados produziram
compostos organicos volateis que inibiram, significativamente, o crescimento
micelial de F. solani e F. oxysporum a partir do terceiro dia de incubacéo
(TAB. 3). Os patégenos afetados pelos metabdlitos volateis apresentaram

micélio ralo e atrofiado.



TABELA 3

Inibicdo do crescimento micelial (ICM) de Fusarium solani e Fusarium oxysporum por compostos organicos volateis produzidos
por isolados de Trichoderma sp. aos 3, 7 e 10 dias de incubacao

ICM (%)
Isolados F. solani F. oxysporum

3°dia™ 7° dia 10° dia 3° dia 7°dia 10° dia
T1 71,87 82,34 a 80,68 a 52,17 b 58,15 b 53,21 b
T2 67,18 75,92 a 69,74 a 50,24 b 70,66 a 76,02 a
T3 74,48 78,86 a 77,65 a 46,37 b 50,93 b 53,41b
T4 69,79 71,11 a 70,67 a 51,69 b 50,46 b 51,27 b
T5 58,33 49,97 b 45,76 b 44,06 b 35,79 ¢ 35,48 b
T6 65,63 75,65 a 72,99 a 54,11 b 53,10 b 58,28 a
T7 73,95 80,47 a 79,98 a 66,18 a 78,35 a 81,48 a
T11 66,67 54,78 b 49,95 b 18,84 d 3194 c 30,40 b
T12 59,89 67,63 a 59,03 b 35,27 ¢ 42,28 ¢ 45,42 b
T13 59,74 53,71b 4459 b 47,83 b 57,43 b 60,03 a
T16 64,06 78,33 a 77,88 a 63,76 a 66,81 a 70,17 a
T18 57,29 47,03 b 41,11 b 22,70d 15,34 c 27,68 b
T19 65,10 69,77 a 67,18 a 56,04 b 49,49 b 49,12 b

CV(%) 12,84 11,24 17,58 16,73 24,41 28,68

Notas: Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.
"*N4o significativo.
Fonte: Da autora.
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Em F. solani, a inibicdo do crescimento micelial foi alta, acima de 57 %
ja no 3° dia de avaliacdo, ndo havendo diferenca significativa entre os
isolados de Trichoderma sp. No 7° e 10° dia de avaliag&o os isolados T1, T2,
T3, T4, T6, T7, T1l6 e T19 se diferenciaram quanto a producdo de
metabdlitos, causando maiores inibicdes no crescimento de F. solani.

Ja para F. oxysporum, as maiores inibicées foram causadas pelos
metabdlitos volateis produzidos pelos isolados T2, T7 e T16, tanto no sétimo
dia quanto no décimo dia de avaliagdo. Apenas os isolados T7 e T16 foram
eficientes em inibir o crescimento das duas espécies de Fusarium acima de
60%, a partir do terceiro ao décimo dia de avaliagdo. O efeito inibitorio de
metabolitos volateis produzidos por Trichoderma sp. ja foi observado em
vérios fitopatdgenos, como Ceratocystis paradoxa, Fusarium oxysporum f. sp.
ciceris, Gaeumannomyces graminis var tritici, Rhizopus stolonifer, Rosellinia
necatrix, Sclerotium rolfsii e Verticilium dahliae (ARJONA-GIRONA et al.,
2014; BOMFIM et al., 2010; DUBEY; SURESH; SINGH, 2007; EZIASHI et al.,
2006; ISAIAS et al.,, 2014; ZAFARI; KOUSHKI; BAZGIR, 2008). Alguns
isolados produziram metabolitos volateis eficientes em inibir ambos F. solani
e F. oxysporum (T2, T7 e 16), enquanto outros foram eficientes na inibicao de
uma Unica espécie de Fusarium. Esses resultados evidenciam que o0s
isolados de Trichoderma sp. produzem compostos volateis variados,
conforme a interacdo com a espécie de Fusarium e/ou pode reagir com 0s
compostos organicos volateis produzidos por Fusarium, formando outro(s)
composto(s) com maior ou menor atividade inibitéria ao patégeno, com o
tempo de exposicdo. Harman et al. (2004) observaram que a capacidade de
Trichoderma em produzir substéncias e o efeito fungicida podem variar entre
espécies e entre isolados da mesma espécie. Em outro estudo, Denis e
Webster (1971b) verificaram que Trichoderma sp. podem produzir 0 mesmo
complexo de metabdlitos em diferentes propor¢cdes ou podem produzir
compostos quimicos inteiramente diferentes.

Keszler et al. (2000), utilizando cromatografia gasosa acoplada a
espectrofotometria de massa, identificoram 21 compostos volateis
produzidos por T. atroviride, derivados principalmente de pironas e dioxolano.
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Siddiquee et al. (2012) utilizaram a mesma metodologia e identificaram mais
de 278 compostos volateis produzidos por T. harzianaum, que incluem
hidrocarbonetos saturados (C7-C30), ciclo-hexano, ciclopentano, acidos
graxos, alcoois, ésteres, compostos contendo enxofre, pirano simples e
derivados de benzeno. Muitos desses compostos podem ter agcdo antibidtica
isolada (ARJONA-GIRONA et al., 2014; CLAYDON; ALLAN, 1987; VINALE et
al., 2006), ou podem agir sinergicamente, 0 que explica a grande capacidade
desses metabdlitos volateis na paralizacdo do crescimento micelial de
fitopatégenos.

Os isolados de Trichoderma sp. estudados produziram compostos
volateis que apresentaram grande potencial na inibicdo de F. solani e F.
oxysporum e devem ser identificados para melhor entendimento sobre a sua

formacdo e as suas fungbes nas interagdes biologicas.

3.3 Inibicdo de Fusarium spp. por compostos organicos nao voléateis

Os compostos organicos ndo volateis produzidos pelos isolados de
Trichoderma sp. estudados tiveram pouco efeito na inibicdo de F. solani e F.

oxysporum e variaram guanto & sua acgao (TAB. 4).



TABELA 4

Inibicdo do crescimento micelial (ICM) de Fusarium solani e Fusarium oxysporum por compostos organicos nao volateis
produzidos por isolados de Trichoderma sp. aos 3, 7 e 10 dias de incubacéo

90

Isolados F. solani F. oxysporum
3° Dia 7°Dia 10° Dia"® 3° Dia 7°Dia 10° Dia
T1 0,082 (1,26) c 0,514 (24,55)a 0,228 (12,22) 0,166 (3,47) b 0,260 (6,74)a  0,357(12,42) a
T2 0,187 (4,77) b 0,350 (12,77) a 0,157 (5,93) 0,323 (10,67)a 0,329 (10,87)a 0,336 (11,10) a
T3 0,026 (0,00) c 0,298 (11,56) a 0,164 (3,70) 0,168 (3,75) b 0,230 (5,20)a 0,254 (6,38) b
T4 0,397 (14,34) a 0,331(10,76) a 0,017 (0,00) 0,155 (2,88) b 0,156 (3,31) b  0,119(1,93) c
T5 0,026 (0,00) c 0,032 (0,12) b 0,017 (0,00) 0,093 (1,62) b 0,048 (0,39) b 0,081(1,45) c
T6 0,334 (11,08) a 0,336 (11,16) a 0,017 (0,00) 0,301 (8,87)a 0,340(11,90)a 0,283 (7,89) b
T7 0,026 (0,00) c 0,476 (21,17) a 0,380 (13,9) 0,267 (7,07)a 0,318 (10,36)a 0,270 (7,32) b
T11 0,125 (2,44) b 0,383 (14,37) a 0,204 (4,63) 0,077 (1,01) b 0,241 (5,72)a 0,227 (5,05) b
T12 0,026 (0,00) c 0,118 (2,32) b 0,151 (5,56) 0,030 (0,00) b 0,104 (2,45)b 0,188 (3,93) b
T13 0,389 (13,87) a 0,393 (14,77) a 0,047 (0,37) 0,346 (11,87)a 0,445 (18,60)a 0,416 (16,38) a
T16 0,374 (13,40) a 0,465 (20,77)a 0,296 (11,85) 0,280 (7,67)a 0,284(8,81)a 0,248 (6,95) b
T18 0,048 (0,32) c 0,294 (9,16) a 0,145 (2,96) 0,269 (7,67)a 0,129 (2,28)b 0,202 (4,11) b
T19 0,351 (12,01) a 0,211 (4,76) b 0,017 (0,0) 0,215(4,68)a 0,252 (6,75)a 0,226 (7,03) b
CV(%) 37,87 35,85 115,89 38,46 38,34 33,93

Notas: Dados seguidos pela mesma letra na coluna n&o diferem entre sim pelo teste Scott-Knott a 5%.
! Dados transformados para “arco seno da raiz quadrada de y/100”; entre parénteses=médias originais em percentagem.
"N&o significativo.
Fonte: Da autora.



91

Os compostos nao volateis obtidos dos isolados T4, T6, T13, T16 e
T19 foram os que mais reduziram o crescimento das colénias no terceiro dia
de incubacéo de F. solani. No sétimo dia de incubacéo, todos os isolados,
exceto T5, T12 e T19, causaram reducdo significativa no crescimento do
patdgeno. Porém esse efeito ndo continuou até ao décimo dia de incubagéo,
em que F. solani iniciou 0 seu crescimento, ndao ocorrendo diferenca
estatistica entre os tratamentos. Os resultados obtidos mostraram que os
compostos ndo volateis produzidos pelos isolados de Trichoderma sp.
apresentaram baixa atividade sobre F. solani. Para F. oxysporum, observou-
se maior efeito inibitério dos compostos ndo volateis produzidos pelos
isolados T2, T6, T7, T13, T16, T18, T19, no terceiro dia de incubacéo, e pelos
isolados T1, T2, T3, T6, T7, T11, T13, T16 e T9, no sétimo dia de incubacéo.
No décimo dia de incubacdo, ocorreram as maiores inibicbes pelos
compostos nao volateis dos isolados T1, T2 e T13, sendo que 0S compostos
produzidos pelos isolados T4 e T5 tiveram o menor efeito inibitério a F.
oxysporum. Zafari et al. (2008) observaram que a porcentagem de inibicdo de
Gaeumannomyces graminis var. tritici por filtrados obtidos de isolados de
Trichoderma spp. diminuiu com o aumento do periodo de incubacéo,
sugerindo que parte do efeito inibitério inicial era devido a metabdlitos
volateis presentes no filtrado. Isaias et al. (2014) verificaram que a resposta
de diferentes fungos pode variar de acordo com os metébolitos produzidos
pelo antagonista. O efeito inibitério dos metabdlitos n&o volateis de
Trichoderma sp. deve-se a presenca de substancias com acgéo antibidtica,
como 0s compostos gliotoxina, viridina, trichodermina, suzucacilina,
alameticina e dermadina (DENNIS; WEBSTER, 1971a).
Embora o efeito dos compostos ndo volateis da maioria dos isolados
de Trichoderma tenha sido significativo, ocorreu baixa inibicdo em relacdo a
acdo dos compostos organicos volateis produzidos pelos mesmos isolados.
Neste experimento, a maior inibicdo observada foi de 24,5 % a F. solani
incubados por sete dias em meio de cultura contendo o filtrado do isolado T1.
Mulatu et al. (2013) trabalharam com filtrados (compostos néo volateis) de

Trichoderma sp. adicionado ao meio de cultivo na mesma concentracao
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utiizada no presente estudo (20 % v/v), e observaram inibicbes do
crescimento de Fusarium xylarioides de 18,9 a 60 %. Em outro estudo,
Eziashi et al. (2008), utilizando metabdlitos ndo volateis de Trichoderma spp.
pelo método do papel celofane, observaram inibicdo do crescimento de
Ceratocystis paradoxa variando entre 0 a 74 %.

Isaias et al. (2014) avaliaram o efeito de metabdlitos nédo volateis e
metabdlitos ndo volateis termoestaveis de diferentes isolados de Trichoderma
spp. e observaram inibicdo do crescimento de Sclerotium rolfsii entre 0 a
100%, para metabdlitos ndo volateis e de 0 a 72,05 %, para metabdlitos ndo
volateis termoestaveis. Para esses autores, apesar de ter havido uma
diminuicdo nas porcentagens de inibigcdo, os metabdlitos de Trichoderma spp.
se mantiveram ativos, mesmo apOs serem autoclavados. Portanto, na
presente pesquisa, a autoclavagem do filtrados a 121 °C por 20 minutos pode
ter degradado os compostos com atividade antifingica e/ou ocorrido reacdo
entre os compostos, formando outras substancias com baixa ac&o fungitéxica
e até mesmo nula. Por outro lado, a diluicdo dos filtrados no meio de cultura
também pode ter interferido na expressdo da sua capacidade inibitéria.
Daniel et al. (2014) observaram uma correlagédo positiva entre a concentragdo
do extrato do isolado Trichoderma asperellum T2-31 no meio de cultura e a
inibicAo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum. Portanto, pela
metodologia adotada neste experimento, pode-se concluir que a
autoclavagem proporcionou reducdo da atividade inibitéria dos metabdlitos
secundarios produzidos pelo isolados de Trichoderma avaliados.

Com base nos melhores resultados obtidos nos experimentos com
metabolitos volateis e ndo volateis, foram selecionados os isolados T1, T3,

T7 e T13 para as avaliagdes in vivo.



93

3.4 Experimento em casa de vegetacao

Na avaliagdo em casa de vegetacdo, nao foi possivel verificar o
potencial antagdnico dos isolados de Trichoderma sp. a Fusarium solani
(FCA 12) e Fusarium oxysporum (FCA 27), pois as plantas inoculadas com
os patégenos (Controle positivo) ndo desenvolveram os sintomas esperados
e ndo se diferenciaram da testemunha (Controle negativo) em relacdo as
variaveis avaliadas (TAB.5; 6). A expressdo de doenca em planta é
consequéncia da interacdo de trés componentes: patdgeno virulento,
hospedeiros suscetiveis e ambiente favoravel. O ambiente pode influenciar o
crescimento e a suscetibilidade da planta hospedeira, a multiplicacdo, a
disseminacgdo, a sobrevivéncia e as atividades do patégeno, assim como a
interacao entre a planta hospedeira e o patdgeno (GUINI et al., 2011). Os
isolados de Fusarium utilizados neste experimento foram o0s mesmos
selecionados no teste de patogenicidade, e como nédo induziram sintomas de
podriddo radicular em nenhuma das plantas avaliadas (controle positivo),
mesmo na presenca da hospedeira e com temperatura adequada, podendo
estar associados as plantas como saprofiticos ou interagédo entre espécies ou
isolados de Fusarium.
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TABELAS

Efeito do tratamento do solo com Trichoderma sp. sobre o crescimento e a
massa fresca e seca de plantas de grdo-de-bico cultivadas em solo infestado
com Fusarium solani

Comprimento Massa fresca(g)  Massa seca (g)

(cm)
Tratamento aéPfler;ens Raiz " ag?er:ﬁ]s Raiz " az?er;%s Raiz"®
T1 29,2 29,6 5.1 6,02 1,05 0,47
T3 30,7 31,3 4,23 4,96 0,89 0,42
T7 32,8 30,5 4,93 5,98 0,93 0,46
T13 29,8 31,5 4,08 4,11 0,81 0,41
Mix 30,8 27,8 5,48 7,01 1,09 0,64
Quality® 31 32,5 4,29 4,55 0,99 0,41
*Controle + 32,2 31 4,31 6,02 0,77 0,49
*Controle - 34,25 27,16 4,31 6,91 0,87 0,60
CV (%) 13,26 2461 34,13 4100 36,10 43,99

Notas: Mistura T1+T3+T7+T13.

%plantas inoculadas somente com Fusarium solani.

®Plantas n&o inoculadas.

Dados seguidos pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott a 5%.

Fonte: Da autora.
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TABELA 6

Efeito do tratamento do solo com Trichoderma sp. sobre o crescimento e a
massa fresca e seca de plantas grdo-de-bico cultivadas em solo infestado
com Fusarium oxysporum

Comprimento Massa fresca () Massa seca (g)

(cm)
Tratamento apgréz Raiz " apgrr(taz Raiz azfg;%s Raiz
T1 32,8a 30,1 4,77 a 3,81b 0,91 0,44 a
T3 22,0a 25,5 2,28 b 1,27 c 0,46 0,14 b
T7 24,7 c 29,1 2,94 b 3,51b 0,57 0,33 b
T13 28,8 b 33,2 2,69 b 2,93 b 0,74 0,35b
Mix 285b 27,1 3,93a 4,49 b 0,72 0,31b

Quality® 28,8b 26,5 455a 6,63 a 0,94 0,54 a
’Controle + 36,5 a 30,6 452 a 5,54 a 0,91 0,41 a
3controle - 34,2 a 27,2 43la 69l1a 0,87 0,60 a

CV (%) 17,13 27,75 37,73 40,09 45,56 49,94

Notas:' Mistura T1+T3+T7+T13.

?Plantas inoculadas somente com Fusarium oxysporum.

®Plantas nao inoculadas.

"® N&o significativo.

Dados seguidos pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott a 5%.

Fonte: Da autora.

Muitos estudos mostram o potencial de Trichoderma sp. como
promotores de crescimento de plantas (AGUIAR et al., 2013; SOUZA PEDRO
et al.,, 2012; VINALE et al., 2004), incluindo grdo-de-bico (JYOTSNA et al.,
2008). Trichoderma pode produzir hormdnios e solubilizar nutrientes no solo
que sao aproveitados pelas plantas e resultam em maior incremento no
crescimento (CONTRERAS-CORNEJO, 2009), porém esse potencial também
nao foi observado neste estudo. Os tratamentos com Trichoderma sp. ndo
tiveram efeito significativo sobre o desenvolvimento de plantas de gréo-de-
bico cultivadas em solo infestado por Fusarium solani (TAB. 5). Nas plantas
cultivadas em solo infestado com Fusarium oxysporum, os tratamentos com

Trichoderma sp. ndo apresentaram efeito superior significativo para nenhuma
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das variaveis analisadas (TAB. 6). Ethur et al. (2005) avaliaram isolados de T.
virens no controle de Sclerotinia sclerotiorum em pepineiro, e observaram
que alguns isolados nédo interferiram no crescimento das plantas, enquanto
outros interferiram de forma negativa. Segundo esses autores, além da
variabilidade entre isolados de Trichoderma spp., pode-se encontrar,
também, diferencas na acdo desses, dependendo da temperatura, da
umidade e do tipo de solo.

Foi observada interagéo significativa entre os tratamentos e as
espécies de Fusarium para as variaveis comprimento da parte aérea e massa
fresca de raizes (TAB. 7). Nas plantas cultivadas em solo infestado com F.
oxysporum, observou-se menor efeito dos isolados T3 e T7 na promocéo do
desenvolvimento da parte aérea das plantas. Resultado similar para massa
fresca de raizes também foi observado nos tratamentos T3, T7 e no MIX. Os
resultados obtidos neste experimento confirmam ressalvas de Bell et al.
(1982) e Harman (1991), em que bons resultados no antagonismo in vitro
podem néo ser confirmados in vivo, uma vez que ocorre interacdo complexa
entre vérios fatores bidticos e abibticos, os quais podem afetar os
mecanismos de a¢do de Trichoderma sp. e as reacdes do hospedeiro e do

agente patogénico.
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TABELA 7

Comprimento da parte aérea e massa fresca de raizes de plantas de gréo-
de-bico em funcao da interacdo entre o tratamento com diferentes isolados
de Trichoderma sp. e Fusarium spp.

Comprimento da parte .
P P Massa fresca de raizes

aérea

Tratamentos F. solani oxysEorum F. solani oxysgbrum
T1 29,2 aA 32,8 aA 6,02 aA 3,81 bA
T3 30,7 aA 22,0cB 4,96 aA 1,27 bB
T7 32,8 aA 24,7 cB 5,98aA 3,51 bB
T13 29,8 aA 28,8 bA 4,11aA 2,93 bA
Mix 30,8 aA 28,5 bA 7,01aA 4,49 aB
Quality® 31aA 28,8 bA 4,55 aA 6,63 aA
Controle + 32,2aA 36,5 aA 6,02aA 5,54aA

CV (%) 15,96 41,43

Notas: "Mistura T1+T3+T7+T13.

“Plantas inoculadas somente com Fusarium oxysporum ou Fusarium solani.
Dados seguidos pela mesma letra miniscula na coluna e mailscula nas
linhas ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.

Fonte: Da autora.
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4 CONCLUSAO

Os isolados T2, T4, T5, T7 e T11l de Trichoderma sp. apresentaram
maior inibicdo do crescimento de F. solani, enquanto os isolados T6, T13,
T16, T18 e T19 foram mais eficientes na inibi¢do de F. oxysporum em cultivo
pareado.

Os isolados T1, T3 e T12 foram eficientes na inibicdo de ambas as
espécies de Fusarium em cultivo pareado.

Todos os isolados de Trichoderma sp. avaliados produziram
metabdlitos volateis capazes de inibir o crescimento micelial de F. solani e F.
oxysporum.

Os compostos ndo volateis produzidos pelos isolados de Trichoderma
sp. possuem pouca atividade inibitéria a F. solani e F. oxysporum.

Os compostos nao volateis produzidos pelos isolados T1, T2 e T13
foram os mais eficientes na inibicdo do crescimento de F. oxysporum.

Na avaliagdo do antagonismo in vivo, ndo foi possivel observar o efeito
dos tratamentos com isolados de Trichoderma sp. sobre o controle de F.
oxysporum e F. solani.

Os tratamentos com Trichoderma sp. T1, T3, T7 e T13 selecionados
nos experimentos de pareamento de cultura e antibiose ndo promoveram o
crescimento das plantas de grdo-de-bico nas condi¢cdes avaliadas, nem

mesmo quando utilizados juntos (Mix).
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APENDICE

TABELA 1
Quadro resumo da analise de variancia da taxa de crescimento micelial dos
isolados de Fusarium solani e Fusarium oxysporum
Quadrados Médios

FV GL
Crescimento micelial
Isolados de fusarium 13 99,04**

Residuo 26 4,92

CV (%) 4,75
Notas: ** Significativo a 1%
Fonte: Da autora

TABELA 2

Quadro resumo da andlise de variancia da inibi¢do do crescimento micelial
(ICM) de Fusarium oxysporum e Fusarium solani por isolados de
Trichoderma sp. em cultivo pareado e atribuicdo de notas conforme Bell et

al.(1982)
Quadrados Médios
FV GL 1 > ——

ICM Classificacéo
Trichoderma sp. 20 100,88** 0,46**
Fusarium spp. 1 1540,31** 4,57*
osdemasEX a0 s oar
Residuo 84 19,32 0,18
CV (%) 11,34 23,82

Notas: ICM- Inibic&o do crescimento micelial; * Classificagéo de acordo com

escala de Bell et al.(1982).
* Significativo a 5%; ** Significativo a 1%
Fonte: Da autora
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TABELA 3

Quadro resumo da analise de varidncia da inibicdo do crescimento micelial (ICM) de Fusarium
oxysporum e Fusarium solani por compostos organicos volateis produzidos por Trichoderma sp. aos 3,
7 e 10 dia de incubacéo

Quadrados Médios

iy oL F. solani F. oxysporum
ICM 3°d ICM 7°d ICM 10°d ICM 3°d ICM 7°d ICM 10°d
Tratamento 12 100,11 465,83** 633,55** 592,75** 856,51** 811,80**
Residuo 26 71,20 58,59 128,15 61,50 153,90 233,09
CV (%) 12,84 11,24 17,58 16,73 24,41 28,68

Notas:** Significativo a 1%
Fonte: Da autora



TABELA 4

Quadro resumo da analise de variancia da inibi¢do crescimento micelial (ICM) de Fusarium solani e
Fusarium oxysporum por compostos organicos néo volateis produzidos por isolados de Trichoderma
sp. aos 3, 7 e 10 dias de incubacéo

Quadrados Médios

FV GL
F. solani F. oxysporum
ICM 3°d ICM 7°d ICM 10° ICM 3° ICM 7° ICM 10°
Tratamento 12 0,074** 0,057** 0,041 0,031** 0,036** 0,025**
Residuo 26 0,005 0,013 0,027 0,006 0,008 0,007
CV (%) 37,87 35,84 115,59 37,48 38,33 33,93

Notas:** Significativo a 1%
Fonte: Da autora
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TABELA 5
Quadro resumo da andlise de variancia do efeito do tratamento do solo com Trichoderma sp. sobre o
crescimento e a massa fresca e seca de plantas de grao-de-bico cultivadas em solo infestado com Fusarium

solani.
Fv GL Quadrados Médios
CPA CR MFPA MFR MSPA MSR
Tratamento 7 16,15 20,67 1,48 6,83 0,07 0,05
Residuo 40 17,29 55,19 2,52 5,49 0,11 0,05
CV (%) 13,26 24,61 34,13 41,00 36,10 43,99

Notas: CPA- Comprimento de parte aérea; CR- Comprimento de raiz; MFPA- Massa fresca da parte aérea;
MFR- Massa fresca da raiz; MSPA- Massa seca da parte aérea; MSR- Massa seca da raiz;

** Significativo a 1%;*Significativo a 5 %

Fonte: Da autora
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TABELA 6

Quadro resumo da analise de variancia do efeito do tratamento do solo com Trichoderma sp. sobre o crescimento e
a massa fresca e seca de plantas de grdo-de-bico cultivadas em solo infestado com Fusarium oxysporum

Quadrados Médios

FVv GL
CPA CR MFPA MFR MSPA MSR
Tratamento 7 140,70** 39,27 5,62* 21,99** 0,18 0,12**
Residuo 40 25,63 63,33 2,00 3,09 0,12 0,04
CV (%) 17,13 27,75 37,73 40,09 45,56 49,94

Notas: CPA- Comprimento de parte aérea; CR- Comprimento de raiz; MFPA- Massa fresca da parte aérea; MFR-
Massa fresca da raiz; MSPA- Massa seca da parte aérea; MSR- Massa seca da raiz;

** Significativo a 1%; *Significativo a 5%

Fonte: Da autora
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TABELA 7

Quadro resumo da analise de variancia do comprimento da parte aérea e
massa fresca de raizes de plantas de grao-de-bico em fungéo da interacéo
entre o tratamento com diferentes isolados de Trichoderma sp. e Fusarium

spp.
Quadrados Médios
FV GL T >
CPA MFR
Tratamento 6 70,75** 14,30**
Fusarium spp. 1 89,07 48,58**
Tratamento x o *
Fusarium spp. 6 71,43 10,46
Residuo 70 22,79 3,94
CV (%) 15,96 41,43

Notas:'CPA-Comprimento da parte aérea;
’MPR-Massa fresca de raiz;

** Significativo a 1%; *Significativo a 5%
Fonte: Da autora



