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O fungo Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli
Kendrick & Snyder, causador da murcha-de-
fusarium, consiste em um dos patégenos de maior
ocorréncia no feijoeiro, causando danos
expressivos a cultura e grandes prejuizos aos
produtores (WANDER, 2005). Os agrotéxicos, a
exemplo dos fungicidas, tém contribuido para
ganhos na obtencao dos alimentos e das fibras
necessdarias a populacao mundial. Entretanto, eles
estdo relacionados ao aumento dos custos da
producao, contaminacao de alimentos e do meio
ambiente (HOAGLAND, 1996; McFAYDEN, 1998)
e a crescente resisténcia dos microrganismos
fitopatogénicos aos produtos sintéticos (AMARAL
e BARA, 2005).

Nesse contexto, existe uma crescente valorizacao
dos produtos da natureza, considerados confidveis
e seguros. As grandes companhias, visando
atender a um mercado consumidor cada vez mais
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procurando novas moléculas e microrganismos
detentores de atividade biolégica e, com esse
objetivo, examinando os elementos que constituem
a biodiversidade (FERREIRA et al., 1998).
Microrganismos antagdnicos quando empregados
como alternativa ao controle quimico, podem
proporcionar excelentes niveis de controle a médio e
longo prazo (KIM et al., 2008). Em decorréncia,
existe uma consideravel demanda por novas
metodologias de controle de fungos fitopatogénicos
a partir do emprego de microrganismos antagonistas
(ETHUR et al., 2005; MELO et al., 2006). O
objetivo deste trabalho foi testar o efeito
antagonista in vitro de 10 isolados de Trichoderma
sp. contra F. oxysporum f.sp. phaseoli e estudar
interacdes in vitro entre o patdgeno e o agente de
biocontrole por microscopia eletrénica de varredura
(MEV), visando a futuros trabalhos no biocontrole

da doenca.
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MATERIAL E METODOS

Isolados de Trichoderma sp. e Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli

Os isolados de Trichoderma sp. e S.
sclerotiorum utilizados neste trabalho
pertencem a Colecdo de Fungos para
Controle Biolégico de Fitopatégenos da
Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Para os experimentos foram
utilizados os isolados de Trichoderma sp.
(CEN 287, CEN 288, CEN 289, CEN 290,
CEN 293, CEN 295, CEN 298, CEN 299,
CEN 301 e CEN 302) e F. oxysporum (C-03-
01).

Avaliacdo do antagonismo in vitro de

Trichoderma sp. em cultura pareada.

A verificacao do antagonismo dos isolados
de Trichoderma sp. contra o patégeno S.
sclerotiorum foi realizada utilizando-se a
metodologia adaptada de cultura pareada
descrita por Dennis e Webster (1971), com
a diferenca de proporcionar o pré-
estabelecimento do patégeno (crescimento
sobre 1/3 da placa de Petri). Discos de &gar
(5 mm de didmetro) retirados de col6nias de
F. oxysporum com seis dias de cultivo,
foram transferidos para placa de Petri
contendo meio BDA solidificado e, ap6s
quatro dias, foi posicionando opostamente,
em cada placa, um disco de cultura do
antagonista (AVILA et al., 2005).
Posteriormente, as placas foram mantidas
em BOD a 25°C com fotoperiodo de 12

horas. As avaliacOes consistiram da

medicao do didmetro das colbnias do
patégeno cinco dias apos repicagem dos
isolados do antagonista. A classificacao do
antagonismo, de acordo com escala descrita
por Bell et al. (1982), foi realizada a partir de
observacoes aos 7 dias de cultivo pareado.
Os experimentos foram conduzidos em
triplicata e, os valores médios obtidos
relativos ao crescimento radial, utilizados
para analise estatistica empregando-se o
teste de Scott e Knott (1974) a5 % de

probabilidade.

Verificacao do hiperparasitismo de

Trichoderma sp. sobre F. oxysporum.

Para estudo das interacdes entre o patégeno
e 0 antagonista, discos de micélio (5 mm de
didmetro) da regidao de confronto entre os
dois fungos foram retirados apés 7 dias de
cultivo pareado. Estes foram fixados em
Karnovsky modificado (Glutaraldeido 2,5%,
Paraformaldeido 2% em tampao cacodilato
de sédio 0,05 M a pH 7,2, contendo CaCl:z
0,001 M) durante 48 horas. Apds 3
lavagens com tampao cacodilato, os discos
foram péds-fixados por 2 horas com tetréxido
de 6smio 1% a pH 7,2. Subsequentemente,
as amostras foram lavadas trés vezes com
agua destilada, e desidratadas em gradiente
crescente de alcool etilico (10, 20, 30, 50,
70, 80, 90, 95 e 100%). As amostras foram
secas ao ponto critico com diéxido de
carbono no secador Elmitech K 850. Logo
apds, as amostras foram montadas sobre
stubs de aluminio e metalizados com ouro
(20 nm) em evaporador de ouro Elmitech k

550 (ALVES, 2004). As amostras foram



observadas em microscoépio eletréonico ZEISS

DSM 962.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao in vitro do antagonismo de

Trichoderma sp. em cultura pareada.

Dentre os 10 isolados de Trichoderma sp.,
CEN 289, CEN 288 e CEN 290 foram os

que apresentaram maior antagonismo,

reduzindo o crescimento médio do patégeno
a valores significativamente inferiores aos
demais tratamentos (Tabela 1). Aos sete
dias, os trés isolados mencionados
colonizaram pelo menos 66,66% da
superficie do meio de cultura, inibindo
fortemente o desenvolvimento de F.
oxysporum. CEN 287 mostrou um alto grau
de antagonismo, sobrepondo colbnias de F.
oxysporum e colonizando 66% da placa de

Petri (valor 2 na escala de Bell).

Tabela 1 - Crescimento de Fusarium oxysporum ao 5° dia de cultivo pareado com isolados de
Trichoderma sp. e classificacao dos isolados quanto ao antagonismo, segundo escala de Bell et

al. (1982)* ao 7° dia de cultivo pareado.

Isolado de Crescimento das colonias de Trichoderma sp. quanto ao

Trichoderma Fusarium oxysporum (cm) ao 5° antagonismo ao 7° dia*.
dia* *

CEN 289 4,0 a 2

CEN 288 4,1 a 2

CEN 290 4,2 a 2

CEN 287 4,4 b 2

CEN 301 4,4 Db 3

CEN 293 4,4 Db 4

CEN 298 4,5b 3

CEN 302 4,5b 3

CEN 299 4,8c 3

CEN 295 5,1c¢c 3

Coeficiente de 4,66% -

variacao

*Classe 1: Trichoderma cresce sobre o patégeno e ocupa toda a superficie do meio; Classe 2:
Trichoderma cresce sobre pelo menos 2/3 da superficie do meio; Classe 3: Trichoderma ocupam
aproximadamente metade da superficie do meio; Classe 4: Trichoderma cresce sobre 1/3 da
superficie do meio; Classe 5: Trichoderma nao cresce e o patégeno ocupa toda a superficie da

placa.

**Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente, segundo o teste

de Scott-Knott (1974) a 5 % de probabilidade.

Verificacdao do hiperparasitismo de

Trichoderma sp. sobre F. oxysporum.

Imagens de MEV mostraram colonizagcédo do
patdégeno, o qual foi completamente

enrolado e amarrado pelas

hifas do antagonista (Figuras 1A e 1B).
Conidios do isolado de Trichoderma (CEN
287) foram observados sobre hifas de F.
oxysporum (Figuras 1C e 1D). Os dois tipos
de interacdoes verificados podem ser
considerados como hiperparasitismo (Agrios,

2005).
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Fig. 1 — Microscopia eletronica de varredura mostrando interacdes entre Trichoderma e Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli: A) seta mostrando um enrolamento do patégeno pelo antagonista; B) enrolamento do patégeno pelo antagonista
em maior aumento; C, D) Conidios de Trichoderma sobre a hifa de F. oxysporum.

Os isolados de Trichoderma sp. CEN 289,
CEN 288 e CEN 290 apresentaram
antagonismo in vitro a F. oxysporum f.sp.
phaseoli. Em decorréncia, estudos futuros
deverao ser realizados para avaliar a
capacidade antagénica em condicOes de

casa-de-vegetacdo e de campo.
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