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CONTROLE BIOLSGICO DE Verticillium dahliae E PROPRIEDADES
CITOLSGICAS, FISIOLSGICAS E ~ ANTAGONICAS DO MICOPARASITA
Talaromyces flavus.
AUTORA: ERI SATO SAITO
ORIENTADOR: PROF. DR. JOAO LUCIO DE AZEVEDO

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar
propriedades citolégicas, fisiolégicas e antagdinicas do fungo
Talaromyces flavus no controle de Verticillium dahliae. Para
tanto, foram realizados testes in vitro e in vivo; selegsio de
meio de cultura para produsio de micelio e esporos em meios
sintéticos e constitui dos de resi duos industriais; otimizac3o
da produsio de propagulos em meio selecionado; determinacZo do
espectro de asZo de metabdlitos de T. flavus 34 patdgenos de
s8olo; determinasZo de meio semi seletivo; encapsulagio de
propagulos em formulasiio granulada e caracterizas®o das
linhagens.

_ As linhagens T4 e 1IG foram eficientes na redugsZo da
doerca, sendo que a associas@o T4 =x Verticillium dahliae
apresentoﬂ efeito positivo no crescimento das plantas.
Metab®litos produzidos pelas linhagens IK e T4 inibiram
patégenos de solo, sendo que a linhagem T4 apresentou maior
porcentagem de inibig3Zo. O meio glucose milhocina possibilitou
maior produsZo de mic®lio seco e esporos. O meio de cultura

determinado atravées de sensibilidade a fungicidas permitiu



melhor recuperasZo do antagonista que o meio de cultura pré
determinado. A pectina ci trica pode ser utilizada em
substitui¢®o a alginato de s5dio como polimero, e o mic#lio ¢

um propagulo adequado a formulasio granulada.



Biological control of Verticillium dahliae and citological,

fisiological and antagonic properties of Talaromyces flavus.

AUTHOR: ERI SATO SAITO
ADVISER: DR. JOAO LOCIO DE AZEVEDO

The objective of the present research was to study
citological, fisiological and antagonic properties of
Talaromyces flavus in the biocontrol of Verticillium dahliae.
The following related points were considered: antagonism of
Talaromyces flavus against Verticillium dahliae kleb in
aubergine in vitro and in vivo; experimental trials for mass
production; improvement of biomass production; performance
testing of metabolite produced by TI. flavus of other soil borne
fungi; determination of a semi seletive medium and formulation
of the candidate strain. For the disease control T4 and IG
strains were the best, among those tested, and the association
T4 X Verticillium dahliae showed a positive effect on the
growth of the plants.Metabolites produced by strains IK and T4
inhibited soil borne fungi . T4 was the best among the strains
tested. Tﬁe media glucose- corn liquor showed to be the best
one for biomass and conidia production. The semi seletive media
were adequate for quantification of the antagonists. The citrus
pectin can be used as substitute of sodium alginate polimer,

and the micelia of T. flavus was adequate for formulation.



1. INTRODUCZO

Embora o controle biol¢gico de microrganismos
patégenos de plantas ocorra naturalmente e sendo , em muitos
casos, uma das principais raaSes de certos patdégenos n3Zo
caua&rem grandes epidemias, ainda nZo ha conhecimento
suficiente para explicar como este controle opera na natureza
. Também nio se conhece o bastante para que os muitos fatores
abiéticos e bi¢ticos possam ser manipulados para controlar
economicamente um patSgeno.

A introdusZo de microrganismos antagonistas no
ecossistema ¢ um m*todo alternativo de controlar muitas
doensas de raiz, folhas e frutos. Talaromyces flavus (Klocker)
Stolk & Samsom (Teliomorfo de Penicillium vermiculatum
Dangeard) tem sido utilizado como antagonista de Verticillium
dahliae e Sclerotinia sclerotiorum (MAROIS et al, 1984;SPINK &
ROWE, 1989). Este fungo coloniza a rizosfera de batata,
algodZo, e berinjela reduzindo a formasZo, germinagio e
crescimento de microesclerédios de V. dahliae e esclerddios de
S. sclerotiorum, através de parasitismo e liberagsZo de
metabOIitéa extracelulares (KIM et al., 1988).

Apesar de existirem estudos de biocontrole com
este antagonista sob varios aspectos incluindo o8 ecolégicos
e fisioldgicos, poucos 830 o8 estudos de caracterizaszZo

genetica, fermentasio e formulasiZo para uso no controle

bioldgico.



O presente trabalho teve por objetivos:
1_CaracterizasZo citoldgica e por eletroforese das linhagens
de T. flavus ;2.Avaliar a capacidade hiperparasitica de T.
flavus & V. dahliae; 3.Desenvolver meios de cultura para
crescimento e esporulasio de T. flavus; 4.Encapsulasc®o de

propigulos para utilizago em controle de fitopatégenos de

solo.



2.REVISAO DE LITERATURA
2.1.Controle Biolégico De Doencas De Plantas

O principal objetivo do controle bioldgico ¢ o de
manter, por meio do emprego de certas praticas e da introducizo
de uma biomassa de antagonistas, todo O agroecossistema em
perfeito equilibrio constituido pelo hospedeiro cultivado
Jjunto com o patégeno e o8 organismos uUteis. Tais niveis de
equilibrio poderio ser alcancados por meio da elaboracio de um
sistema integrado de produsZo, com destaque no controle
biolsgico, sem perda significativa da produtividade agricola,
com vantagem de se obter maior economicidade e menores riscos
de impacto no ambiente (ROBBS, 1991).

COOK & BAKER (1983) definiram o controle biol¢gico
de fitopatdgenos como a redus®o da soma de inSculo ou das
atividades determinantes da doensa provocada por um patdgeno,
realizado por, ou atravées de, um ou mais organismos, exceto o
homem.

Como mecanismos controladores estZo: a)Uso de
indivi duos ou populasZes nEo patogénicas ou hipopatogtnicas
dentro dé espécies patogénicas atuando na destrui¢io de
propagulo dos patégenos ou, por desalojamento de sapréfitas em
resi duos de cultura infestados ou mesmo lesSes. A principal
funcio ¢ reduzir a viruléncia e agressividade do pat®geno;

b)Manipulasio da planta hospedeira empregando-se praticas

culturais e/ou microrganismos, tornando 8ua resisténcia mais



efetiva por meio de ambiente favorivel para interagfies entre

antagonistas e patdgenos do solos; c)Emprego de microrganismos
antagébnicos com capacidade para atuar na sobrevivéncia e
atividade do patégeno.

Os agentes de biocontrole de fitopatdégenos devem
possuir mecanismos bisicos de antagonismo validos tanto para o
rizoplano como para o filoplano, qQue incluem:

a) Antibiose atraves da produscZo de um ou mais metabslitos por
um organismo que tenha efeito danoso sobre o outro;
b)Competi¢io geralmente por nutrientes ou sitio de nutrientes;
c)Parasitismo direto ou hiperparasitismo de um microrganismo
pelo outro (COOK & BAKER, 1983)

Um campo importante na pesquisa sobre o0 controle
biolégico de patdgenos ¢ a selesio de organismos antagonistas
para fim de uso direto, manipulasZo gené¢tica ou introduwZo de
novos bidtipos (PAPAVIZAS et al., 1982) . As principais
caractert ticas dos antagonistas para que sejam eficientes sXZo
que possuam capacidade para competir por nutrientes, produzir
metabélitos téxicos ou atuar por parasitismo. Estas
caracteri sticas coincidem com as capacidades da espfcie T.
flavus (KIM et al, 1988).

. T. flavus & largamente distribuido no hemisfério
norte e sul, em temperaturas e Areas subtropicais. FRAVEL &
ADAMS (1986) isolaram T. flavus em 16 ©paises amostrados. O
antagonista tem recebido especial atens3o nos ultimos anos por
produzir antibi¢ticos que inibem tumor celular in vitro (FUSKA

et al. ,1979a,b) e antiprotozoario (FUSKA et al., 1972), e por



atuar em diferentes processos como produsZo de exoenzimas e

hiperparasitismo de fitopat®genos (FRAVEL et al., 1987).

2.2. Mecanismo De Parasitismo.

As atividades parasiticas que prejudicam outros
parasitos de plantas superiores com o objetivo de biocontrole
de doensas de plantas foram denominadas hiperparasitismo ou,
para aqueles parasitos de fungos, micoparasitismo. Sendo uma
forma comum de interagZo entre muitos grupos de organismos, o
parasitismo estabelece relag@es nutricionais que favorecem a
existéncia do parasita (BARNETT, 1963; BARNETT & BINDER, 1973;
BOOSALIS, 1964; GALLI et al., 1978).

As interagdSes nutricionais entre fungo hospedeiro e
fungo parasita levou a divis3o dos micoparasitos em
necrotréficos e biotrSficos. A majioria dos micoparasitos ¢
constituida por sapr$fitas que 8e caracterizam pelo rapido
crescimento sobre diversos substratos ( BARNETT,1963).

Os parasitas biotréficos obtdm nutrientes de
cé¢lulas hospedeiras vivas e nZo causam quase nenhum dano ao
mesmo . O parasita pode viver inicialmente como parasita
biotréfico e por ultimo destruir o protoplasma do hospedeiro
como um parasita necrotréfico ( BARNETT & BINDER, 1973).

Esta divis@o, entretanto, nFo ¢ bem aceita, pois
existem relatos de microrganismos necrotrdficos que se

comportam como biotréficos gquando seu desenvolvimento é



favorecido pela vida ao invés da morte da estrutura do
hospedeiro e, em alguns casos, a morte do hospedeiro n¥o ocorre
devido 2 excresio de substincias téxicas (AYERS & ADAMS, 1979;
BAKER, 1987 )

Diversos exemplos de micoparasitismo mostram—-se
promissores no controle bioldégico de doengas de fungos do solo.
T. flavus ¢ um hiperparasita com capacidade de efetivamente
reduzir doensas causadas por fitopatégenos (BOOSALIS,1956;
FUSKA & FUSKOVA, 1979; MAROIS et al., 1982).

A parede celular de fungos fitopatogénicos ¢
composto de 3 1,3 glucana e quitina e, em alguns casos,
celulose. T. flavus ¢ capaz de crescer sobre patdgenos,
utilizando sua parede celular como fonte de carbono. Esses
antagonistas possuem sistemas enzimiticos capazes de degradar
componentes da parede celular atraves da produwsZo de enzimas
hidroli ticas como 31,3 glucanase , celulase e quitinase e
outras (CHET & ELAD, 1983)

Os mecanismos de controle biol¢gico podem ocorrer
simultaneamente durante o processo de vida do antagonista. Por
exemplo, Gliocladium spp. causa a morte e degradasio das hifas
do hospedeiro pela secresio de antibi¢ticos. Al¢ém disso,
esses antégonistas enrolam-se ao redor da hifa hospedeira e
crescem sobre o conteudo das c¢lulas mortas. Desta forma,
antibiose e competi¢Zo se sobrepdSem quando microrganismos, em
populagces mistas, obtém nutrientes pela secres3o de
metabslitos que prejudicam o crescimento dos competidores (

COOK & BAKER, 1983).
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BOOSALIS (1956) observou que TI. flavus invade hifas
de Rhizoctonia solani diretamente pela produgio de grampos de
penetrasio. Estes grampos desenvolvem de mic¢lio que enovelam
a hifa ou da hifé em contato com o hospedeiro. DUTTA (1981)
sugeriu que o modo de parasitismo envolve antibiose e
competic3o.

NXo 8 o0 mic¢lio, mas tamb<ém muitas outras
estruturas do hospedeiro sZo atacadas pelos micoparasitas.
Apesar das estruturas de resisténcia dos fitopat®égenos, como
cistos, oosporos, microescleré¢dios e esporos, serem
resistentes ao ataque por micoparasitas, SU & LEU (1980)
demontraram que mais de 70% de esclerédios de Sclerotinia.
sclerotiorum tornaram—-se infectados quando inoculados com uma
suspensio conidial do hiperparasita e incubados a 24- 26°C por
3 - 6 semanas.

Inicialmente a hifa de T. flavus estabelece um
contato intimo com o hospedeiro pelo enovelamento ao redor da
hifa do hospedeiro e pela produsio de pequenas ramificasdes da
hifa, que penetram na c®lula hospedeira sem formar apressdSrios.
Muitas das ramificag®es laterais produzidas pelas hifas
situadas préximas ao hospedeiro crescem unilateralmente em
direg3o a”hifa de S. sclerotiorum. Observa-se frequentemente
penetracio no hospedeiro. Hifas frequentemente crescem atraveés
da c¢lula hospedeira, com Angulo perpendicular. Uma vez que
hifas do hiperparasita raramente correm pararelamente i2s hifas
hospedeiras ( MCLAREN et al., 1986). A atividade parasi tica de

T. flavus resulta na deteriorasio da hifa do hospedeiro e
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granulagdo do citoplasma das células . A granulagZo pode se
estender a8 cflulas vizinhas, as quais nio estZo em contato
direto, sugerindo a possibilidade de que substincias tdéxicas
poderiam estar envolvidas na patog®nese. I. flavus tem sido
relatado como um produtor de inibidores que reduzem o
crescimento de V. dahliae em cultura (DUTTA, 1981), e
viabilidade de microesclerédios(FRAVEL et al., 1985), como os
antibiéticos Talaron (MIZUNO, 1974), vermiculina ( FUSKA et
al., 1972), vermiculina e vermitastina ( FUSKA et al., 1979).
Metab®litos podem estar envolvidos no deteriorasio de hifas de
Sclerotinia sclerotiorum, pois talaron exibe atividade
antifingica ( MIZUNO et al., 1974) e vermiculina esti
relacionada com o agente antiftiingico pyrenmoforina (BOECKMAM et
al., 1974). Hifas de S. sclerotiorum eventualmente entram em
colapso como resultado da infecgZo, mas a parede celular do
hospedeiro permanece intacta apSs o conteiddo celular ser
completamente destruido, sugerindo que as enzimas de degradasao
da parede nio 850 a principal forma de atuacZo de TI. flavus em
S. sclerotiorum - Este fendmeno foi observado em
hiperparasitismo de R. solani por Penicillium vermiculatum
onde o contetdo celular entrou em colapso mas a parede celular
frequenteﬁénte nZo desintegra (BOOSALIS, 1956).

Estudos de parasitismo de S. sclerotiorum por T.
flavus sugeriram um quimiotropismo positivo do antagonista pelo
patdgeno. O crescimento de T. flavus em direc2o 4 hifas do
hospedeiro tem sugerido um tropismo positivo na interrelagzZo

hospedeiro parasito. Um fen®meno semelhante tem sido observado
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com Gliocladium catenulatum Gilman & Abbot e S. sclerotiorum
onde ocorre frequentemente o crescimento das ramificagcSes das
hifas em direc3o ao hospedeiro. A destruisZo de
microesclerédios e hifas do hospedeiro podera influenciar a
capacidade de S. sclerotiorum em sobreviver.

Apesar dos antibi¢ticos representarem um papel
importante no antagonismo por microrganismos , a competi¢cZzo ¢
um fator que deve ser considerado em condigcSes naturais (CHET &

HENIS, 1985; COOK & BAKER, 1983; PAPAVIZAS, 1985).

2.3.Verticilliuvm dahliae- Agente Causal Da Murcha De

Verticillium Em Berinjela ( Solanum melongena L.)

V. dahliae kleb & um fungo de 8so0lo capaz de
infectar raizes de plantas , sendo um dos mais importantes
parasitos vasculares de plantas superiores. O patégeno persiste
no solo como microesclerédio que permanece viiavel por mais de
20 anos (WILHEIM, 1954). Sua éxtenaa gama de hospedeiros
inclui varias espécies agricolas de expressio econ®mica,
entre elas a berinjela. A sua importincia reside na sua ampla
distribui¢®o de um extremo a outro em regi®es temperadas. No
Brasil, ¢ ’considerada uma doensa que pode causar perda total de
produs@o em epidemias severas.

A forma microescleroidal de V. dahliae causa a
doenca. Trata-se de um parasita especializado, cuja principal
fonte de indculo ¢ o0 8o0lo. Formas especializadas do fungo

mostram prefer¢ncia de hospedeiro, sendo mais patogénicas a
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algumas espécies ou variedades que a outras. Os sintomas na
berinjela variam com as condi¢@Ses climAticas e com a variedade
afetada. A faixa de temperatura ¢tima para a infecgXo situa-se
entre 22 a 26°C . O fungo ocorre em todos os tipos de solo,
preferindo os levemente alcalinos e neutros. As folhas basais
infectadas tornamse flicidas e se cobrem de  manchas
esbranquicadas ou amareladas que sofrem necrose. Com frequgncia
observa-se o cardter unilateral da enfermidade, onde ocorre a
necrose da metade de uma folha, um lado do talo ou um 8o
ramo da planta. Os sintomas nas folhas sXo devido as toxinas
produzidas pelo fungo. HA nos caules infectados uma forte
descoloracdo vascular.

A doensa ¢ manejada pelo uso de cultivares
tolerantes, rotagio de cultura, solarizag®o e praticas
culturais (JOHNSTON, 1987; KATAN, 1976; MOORMAN, 1982;
PENNYPACKER, 1983 e 1989). Entre os principais fatores
reconhecidos na epidemiologia da doenca estZo: patdtipos de V.
dahlliae, sua densidade de indculo no solo, temperatura do ar,
conteitdo de Agua do solo, densidade de plantas, disponibilidade

de potassio e nitrogénio durante o crescimento das plantas.
2.4. Aspectos Bioldgicos E Taxondmicos De Talaromyces flavus

O fungo T. flavus (Klocker) Stolk & Samson
(anamorfo,P. vermiculatum Dandeard) ¢ um Ascomiceto.
Segundo BENJAMIN (1955), no g&nero Talaromyces, as

paredes do ascocarpo constituem de hifas entrelacadas mas n3o
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fundidas. Estas formas sZo de crescimento indeterminado e podem
aumentar em tamanho ap®s algumas ascas e ascosporos estarem
maduros. Os cleistot¢cios t#m morfologia variivel e mostram
diferentes graus de diferenciacio do ascogbnio em algumas
espécies.

Em T. flavus, o cleistotfcio ¢ pequeno (100 - 500
v) , globoso ou subgloboso , superficial, nZo ostiolado, de
coloras®o amarela, discreta mas com tendéncia a confluéncia em
algumas espécies, de crescimento indeterminado; ., varias
consisténcias, de textura muito frouxa a mais ou menos
comprimido, vaArios inicios de ascocarpos, ascas numerosas, oval
a globoso, predominantemente nascido em pequenas cadeias, mais
raramente simples e formado por ‘“croziers", irregularmente
disposto através do ascocarpo e deliquescente na maturidade.
Ascosporos sio na maioria granulados, raramente ornamentado,
continuo, hialino ou préximo ao hialino, variando grandemente
em tamanho de acordo com STOLK & SAMSON (1972) de 3,0 - 6,5 um
de comprimento, sendo que colénias de isolados com ascosporos
medindo 5,0 um ou mais s3io frequentemente mais lentos que
aqueles os quais apresentam ascosporos menores,e
frequentemente produzem pigmentasio no reverso. Conidi¢foros
nascidos ’em hifas a¢reas, estipes com 20 a 860 “m de
comprimento, Penicillium tipicamente biverticilado, sim&trico,
e menos comumente monoverticilado, metula com 10 -~ 15 pum de
comprimento, fialide acerosa 10- 16 :m de comprimento, conidios

elipsoides ou fusiformes, 2,2- 3,5 x 2,0-2,5 ¢m, com parede

enrugada a espinhosa, nascidas em pequenas cadeias



15

desordenadas.

Em meio CYA as col¢nias aos 7 dias apresentam—se
com 18-30mm de didmetro, planas, baixas e quase esparsas a
moderadamente profundas e flocosas, mic¢lio amarelo brilhante,
menos frequentemente cotonoso ou marrom avermelhado. Na maioria
dos isolados desenvolvem—-se giminotécios. A conidiogenese
usualmente ¢ esparsa e inconspicua, se mais profusa, verde
acizentada; exsudato avermelhado claramente presente , reverso
amarelo, laranja , avermelhado ou marrom. As coyéniaa em MEA
apresentam—se com diimetro entre J30-50mm » geralmente
semelhantes 2 aquelas em CYA, giminotecios mais abundantes;
reverso laranja , marrom, marrom escuro ou vermelho escuro.
Colénias em G25N apresentam diametro entre 2-7mm , mic¢lio
branco esparso, ocasionalmente com microcolénias ou nenhum
crescimento. Nenhuma germinagZo ocorre 2 5°C. A& 37°C as
colénias apresentam de 20-45 mm de di2metro , e usualmente
similares a aqueles em CYA, o0 mic¢lio ¢ branco ou marrom
com contdios verdes; os giminotécios sZo ausentes; o reverso
pode ser amarelo, laranja ou marrom.

Ascosporos de TI. flavus sio termotolerantes. VAN
DER SPY et al. (1975) relataram que ascosporos protegidos pelo
cleistotééio poderiam suportar 100 °c por 30 minutos ou mais.
Sendo que o tempo de reduciZo decimal para ascosporos livres
deste fungo tem sido relatado ser de 2,9- 5,4 minutos a 91°C
( BEUCHAT, 1986) ou 2,2 minutos a 90,6 °C ( SCOOT & BERNARD,
1987). Esta diferenca na resist®ncia ao calor ¢ atribuida a

influéncia do pH e tipos de Acidos orginicos presentes no meio
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de aquecimento.

BEUCHAT (1988), investigando a tolerancia de
linhagens de T. flavus a Acidos orginicos durante e apés a
exposi¢sfo a elev§das temperaturas, concluiu que osdcidos
fumirico, s5rbico e benzbico s2o claramente mais letais que

acéetico, malico, citrico e tartirico, e a letalidade aumenta

com a acidez do meio, sendo que o efeito dos mesmos varia
dependendo da linhagem e é influenciado por outros

constituintes no meio .

2.5.Controle Biol&égico De Verticillium dahliae Por Talaromyces

flavus

Tr. flavus produz um metabtlito que mata
microesclerddios e suprime crescimento radial de V.dahliae in
vitro. FRAVEL & KIM (1987) ensaiaram a toxina produzida e
consideraram as estruras de resisténcia do patégeno mortas
quando elas nZo germinaram apss lavagem em 4gua e incuba¢3o
por 5 dias nas condi¢®es ensaiadas. O processo de extrag@o de
metabélités por meio de solventes, e separacZo molecular por
cromatografia liquida de alta definisZo tem indicado que o
filtrado contém apenas um composto que inibe V. dahliae (KIM
et al., 1986) .Este metab®lito produzido por T. flavus(Tfl) &
considerado diferente dos quatro antibic¢ticos previamente

descritos ( KIM et al., 1986), tendo sido denominado de glucose
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oxidase.

A redusZo na populacico de microesclerédios viaveis
de V. dahliae, observada por MAROIS et al (1984), pode ser
explicada em parte como efeito letal do metabdlito de 7. flavus
que mata os microesclerddios. A antibiose tem sido demonstrada
estar envolvida em outros sistemas de controle biol&égico,
incluindo Pythium ultimum (HOWELL & STIPANOVIC 1980) e
controle de Agrobacterium tumefaciens por A. radiobacter
(KERR, 1980).

Micoparasitismo esti4 envolvida no controle de &S.
sclerotiorum (LIB) de Bary por T. flavus (MCLAREN et al.,
1986) mas aparentemente nio no controle de V. dahliae, sendo a
antibiose o mecanismo efetivo. A genctica convencional ou
molecular pode ser utilizada para melhorar a capacidade de T.
flavus em produzir o metabdlito e controlar V. dahliae. O
metabdlito sozinho, ou um anAdlogo deste , pode ser um fungicida

efetivo que poderia ser usado em condi¢Ses de produszo.

2.6.Utilizagsdo Da Variabilidade Gen¢tica Induzida.

Os microrganismos, incluindo o8 fungos, 83530 em
geral hapiﬁides e , assim , a induws3io de mutasio por agentes
fisicos ou quimicos ¢ facilitada. De fato, este ¢ um metodo
que, embora simples, tem produzido resultados importantes no
melhoramento gen¢tico de microrganismos industriais como por
exemplo, a indug3io de mutag3io melhorando o rendimento e a

qualidade de enzimas sintetizadas (AZEVEDO, 1991 ; EVELEIGH,
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1985;MANDEIS et al., 1971) ou melhorar a produsZo de
antibiéticos ou enzimas 1liticas por fungos utilizados no
biocontrole (CHET & ELAD, 1983; DENNIS & WEBSTER, 1971 a,b). Se
por outro lado, o microrganismo for usado em associasZo com
produtos quimicos, ¢ importante a indugZo de mutagZo que os
tornem resistentes a estes compostos. HBm todos os casos ,
entretanto, torna-se necessario verificar se as mutasSes

induzidas nZo interferiram em outras caracteri sticas
importantes para o antagonismo como crescimento, esporulasZo,
produsZo de metabSlitos secundarios, habilidade para sobreviver
no solo, etc(AZEVEDO, 1991; PAPAVIZAS et al., 1982).

Devido ao T. flavus ser um potencial agente para
biocontrole de patdégenos de solo (MAROIS et al., 1982),
resisténcia a fungicidas ¢ um atributo desejavel. KATAN et al.(
1984) mostrou que a gen¢tica convencional pode ser usada com
sucesso para melhorar o desempenho do agente de biocontrole.
Foi demonstrado também que a mutas3o pode ter um efeito
pleiotréfico no fungo. Entretanto, uma vez que o grau de
efeitos negativos de alelos desejaiveis variam, muitas linhagens
mutantes ensaiadas podem resultar em seles3o dos menos
prejudiciais, e alelos altamente ben¢ficos. Os beneficios da
obtenc@o de mutantes de T. flavus resistentes a fungicidas s3o
a possibilidade de uso no controle integrado com fungicidas (
benomyl, thiabendazol, iprodione) para suprimir o pat¢tgeno.
Além do que, assim como para mutantes de Trichoderma (PAPAVIZAS
et al, 1982; SILVA & MELO ,1989), mutantes de T. flavus

resistentes a fungicidas podem ser mais eficientes em suprimir
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doensas que, isolados selvagens. Entretanto isto precisa ser

melhor estudado.

2.7 .Gen¢etica Da Resisténcia A Fungicidas Em Talaromyces flavus

O mecanismo de agsZo dos benzimidazois envolve uma
ligas3o especi fica da molécula de fungicida com a subunidade de
tubulina que resulta em inibi¢Xo da mitose ( DAVIDSE, 1986),
uma diminui¢Zo no nivel de crescimento linear, e mudansa na
forma da cflula ( HOWARD et al.,1977; DAVIDSE, 1986). Estudos
conduzidos sobre mecanismos de resisténcia tém atribuido a
mutasBes no gene da (3—-tubulina, gque resultando em perda de
afinidade da tubulina aos benzimidazois, estaria conferindo
resisténcia em fungos patognicos( DAVIDSE, 1987).

MutagcSes que resultam em resisténcia a um
benzimidazol usualmente conferem resisténcia a outros
benzimidazéis ( resisténcia cruzada), mas em alguns casos a
mutas®o pode 1levar ao aumento da sensibilidade a certos
benzimidazois e compostos relacionados ( resisténcia cruzada
negativa). Isto foi demonstrado por VAN TUYL et al.(1974),
que utilizando mutantes induzidos por UV de Aspergillus
nidulans ; e s8semeando-os8 e meio de Malte—agar contendo
Benomyl ou Thiabendazol » observaram diferensa na
sensibilidade. Embora resisténcia cruzada paresa ter s8ido a
regra, resisténcia a Benomyl sem a concomitante resisténcia a
Thiabendazol ocorrera em pequena gquantidade, o reverso,

resiténcia a Thiabendazole sem a resisténcia a benomyl foram
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encontrados em alguns isolados. Este fen®meno tem sugerido que
linhagens resistentes a benzimidazois podem ser controlados por
compostos designados a preencher um sitio alvo em
organismos resistentes(KATO, et al.1984).

KATAN et al. ( 1984) provaram por meio de

cruzamentos entre linhagens selvagens e mutante reasistente de
T. flavus que resisténcia a benomyl e dicarboximidas pode ser
originada por indu¢ao de mutaczZo, sendo que o8 trés mutantes
resistentes a benomyl utilizados no estudo exibiram dois ni veis
de resisténcia a benomyl e variaram em crescimento e
morfologia. Uma segregacZo 1:1 em cruzamentos entre a linhagem
sensi vel e mutantes TF-1 e TF-6 mostrou que o8 niveis de
resisténcia alto e baixo a Benomyl s8io controlados por genes
simples. A presenca de apenas niveis parentais de resisténcia
a fungicida entre as progfnies de alguns cruzamentos
envolvendo isolados de diferentes niveis de resisténcia
indicaram que niveis altos e baixos de resisténcia foram
governados por diferentes alelos Ben = (1-1), Ben'  (1-5),
Ben " (1-6) em um Unico locus . SituasSes semelhantes ocorrem
com outros Ascomicetos (KATAN et al, 1983) e por analogia com
outro fungo caracterizado para resisténcia a benzimidazéis
(Ben) a —at;ﬁo poderia ser codificado pela 3 tubulina
(SHEIR-NEISS et al ,1978).

Em Aspergillus nidulans, trés loci ben A, ben B e
ben C, est2o envolvidos na resisténcia (Van Tuyl, 1977 citado

por DAVIDSE, 1986). Estudos com mutantes alelos de ben A (

loci que determinam resisténcia ou suscetibilidade a
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benzimidazéis ) conduzidos com ben Al15 e ben A16 , junto com a
linhagem s8selvagem, t2m sido usados para afinidade de
carbedanzin a tubulina. O ben Al1l5 determina resisténcia a
carbedanzin e a thiabendazole, enquanto que ben A16 determina
supersensibilidade a carbedanzin e resisténcia a
thiabendazole(VAN TUYL et al., 1974). Assim observou-se que a
afinidade de Carbedanzim & tubulina de ben A15 foi baixa, mas
sua afinidade & tubulina ben A16 foi maior que o da linhagem
selvagem.

Estas mudangcas de afinidades , ou diferengas na
sensibilidade entre os dois mutantes e cada um deles 2 linhagem
selvagem, 8i0 associados com mudansas na estrutura primaria de
3—tubulina ( SHEIR-NEISS et al., 1978). Este gene em A.
nidulans codifica dois peptideos, 7 1 e 3 2 tubulina, o0 qual
leva a uma modificacsio de eventos apbés a transcrisizo.

MORRIS et al.(1986) mostraram que A. nidulans tem
um segundo gene para 7 tubulina, ( tub C) para tubulina (33,
tubulina o, e outros mondmeros estZo presentes em tr¢s formas,
sendo que dois genes de &« tubulina estZo envolvidos em sua
produsZo: tub A que codifica para tubulinas «1 e a3, e tub B
que codifica para 2 tubulina.

JUNG et al.(1987) confirmaram atraves de clonagem e
sequenciamento de cinco alelos mutantes de ben A, em gene de {?
tubulina de A. nidulans, que a sensibilidade alterada a
benzimidaz®is e ou estabilidade alterada dos microtibulos ¢
devido 2 mudanga estrutural nestes genes. Sequéncias alteradas

em alelos mutantes ben A4, ben A3l e ben A33, o8 quais conferem
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resisténcia a carbedanzin, noconazole, e thiabendazole,
envolvem o codon 6 resultando em mudanca do aminoacido
histidina 2 tirosina , codon 50 (uma mudanca de tirosina a
serina) e codon 134 ( uma mudanca de glutamina a 1lisina). As
mutag@es ben A16 e ben A19, as quais conferem resisténcia a
thiabendazole mas aumentam sensibilidade a carbedanzin sZo
ambas localizadas no codon 165 e resultam de uma mudanca de
alanina para valina (JUNG et. al, 1987).

As observacSes em A. nidulans indicaram que o gene
de 3 tubulina pode mutar em sitios distintos , causando
resisténcia a benzimidazois. Estas estruturas podem auxiliar na
determinags@o do sitio de ligagsZo. Aminoacidos na posicZo
165-167 estio envolvidos na ligasao em A. nidulans.

Em T. flavus, KATAN (1984) obteve que baixo nivel
de resisténcia a benomyl estava relacionado pleiotroficamente
com baixo crescimento. Nenhum efeito foi observado com alelo
altamente resistente. Esse fato foi explicado por DAVIDSE
(1986) como sendo devido a uma ligasZo especi fica da molé¢cula
de fungicida a subunidade de tubulina que resulta em inibigZo
da mitose.

Diferindo de outros fungos, KATAN (1982) e KATAN &
SHABI (196;2) verificaram que a germinasZo de esporos de T.
flavus nio foi inibida por iprodione. Resisténcia espontinea
apareceu frequentemente, especialmente a 30°C, quando Iprodione
foi menos inibitério ao crescimento micelial que a 25°C. A
resisténcia a dicarboximidas segrega na propor¢Zo de 1!1,

sendo que a sensibilidade osm®tica ¢ caracteristica do alelo



23

Dic . Assim, diferengas na sensibilidade osmStica poderiam ger
usadas para reconhecer mutantes para resisténcia a
dicarboximidas (KATAN et al., 1984).

O modo de agxio dos dicarboximidas permanece
desconhecido, embora tenha sido objeto de mumitos estudos.
GEORGOPOULOS et al. (1979) mostraram que o8 dicarboximidas
causam instabilidade mitética em A. nidulans e concluiram que o
efeito no cromossomo e possivelmente no fuso mitético ¢ a
principal base para a fungitoxicidade . Entretanto n3Xo esta
claro se s83o0 efeitos préprios ou secundarios do fungicida.

SANTOS & MELO(1989) obtiveram protoplastos de
micelio jovem de T. flavus com a enzima 1litica Novozym 234,
sendo que alta produgio foi obtida com 90 minutos de
tratamento. Os estabilizadores osmdticos glucose, NaCl, KC1l
‘ propiciaram uma alta frequéncia de regeneragsZo, da ordem de
65%; 65,75%, 70,75X%. A obtencio e a regenerasio de protoplastos
de T. flavus constitui wuma ferramenta importante para o

melhoramento.

2.8 . Metabslitos Produzidos Por Talaromyces flavus.

Talaron , um antibiético produzido por T. flavus
crescido em meio de cultura com 8% de glucose, foi relatado
como tendo colorasXo amarelo p2lido com forte caracteristicas
antifingicas mas nenhuma atividade antibacteriana (MIZUNO et al
» 1974). Sob condigTes similares, T. flavus isolado Tf-1,

produziu um metabdlito extracelular que tem forte efeito
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contra fungos , bactérias e protozoarios ( KIM et al., 1986).
Este metabdlito causa a inibi¢3o do crescimento radial de V.
dahliae e mata seus esclerddios ( FRAVEL et al., 1987). O
produto foi subsequentemente identificado como resultante da
reasdo de glucose oxidase ( 3-D- glucose oxigenio redutase, EC
1.1.3.4. ( KIM et al., 1988) . Esta enzima cataliza a oxidasZo

de glucose a gluconato e per$xido de hidrog&nio na presensa de

oxiggnio molecular. Glucose oxidase na presengca de glucose
mata os microesclerédios de V. dahliae in vitro e em solo
esterilizado ( KIM et al.,1987). Glucose oxidase , glucose e
gluconato nZo inibem V. dahliae quando eles &30 usados
individualmente. Entretanto per$xido de hidrogénio ¢ altamente
téxico a microescler¢dios de V. dahliae (KIM et al.,1988).
Assim o efeito antimicrobiano do sistema glucose oxidase ¢
originado do peroxido de hidrog&nio, o produto da reasZo
catalizada pela glucose oxidase. Na presensa de glucose varios
graus de atividade antimicrobiana foram observados. Talaron ou
glucose oxidase na presensa de glucose afeta
microesclercdios mais que mic2lio . Uma concentrasZo 10 vezes
maior de per$xido de hidrog#nio foi requerida para inibir
micélio de Verticillium spp comparado com 12 ug mI.—1 reauerido
para micréeaclerédios ( KIM et al., 1987). Simultaneamente,
GLEN & GOLD(1985) encontraram que mic¢lio foi 10 vezes menos
sensi vel ao talaron que microescler¢dios. Provavelmente, o
micé¢lio crescendo ativamente pode s8ser capaz de metabolizar
alguns per©oxidos de hidroggnio formado, como o caso de fungo da

podridio branca Phanerochaeta chrysosporum, um basidiomiceto
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que degrada lignina. T. flavus ¢ conhecido por produzir os
antibi¢ticos vermicilin e vermiculina, vermistatim e 4&cido
2-metil sérbico ( FUSKA et al., 1972;1979a,b;PROSKA et al. ,
1992).

Glucose oxidase ou Talaron tem peso molecular
152000 com peso das subunidades 71000 indicando qQue a enzima
esta em dimero. A enzima isolada por KIM et al.( 1990) foi
diferente da obtida com Tf-1, possivelmente devido a
heterogeneidade na enzima devido & molécula de carboidrato
varisavel ( HAYASHI & NAKAMURA, 1981). O peso molecular est2 mna
faixa de 150000 a 183000 relatada para varias glucose oxidase
de fungos ( PAZUR , 1966; SWOBODA e MASSEY 1965; TSUGE et
al., 1975). O ponto isoelé¢trico de Talaron foi o mesmo que a
enzima de 7T. flavus. A glucose oxidase de varios fungos tem
alta especificidade para -D- glucose. Adicionalmente, estas
glucoses oxidases podem ter atividade residual com outros
monosacari deos incluindo 2- deoxy-D-glucose (DIXON & WEBB,
1979) . Consistentemente com outras glucoses oxidases de fungo,
a enzima de T flavus tem wum requerimento especifico para
D-glucose, entretanto o andmero especi fico requerido n3o ¢
conhecido, uma vez que resultados foram obtidos com uma
mistura de « e 3 an®meros de glucose. A aparente constante de
Michaelis- Menten Km , para D- glucose em enzima de 7. flavus ¢
de 100 mM de mistura de o e (3 anomeros. Este valor esta
dentro da alta faixa de valores para Km determinado com outro
suprimento de fungoa, a qual foi na faixa de 9,6 mM para P.

notatum (SWOBODA et al., 1986) 110 mM para A. niger (GIBSON et
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al., 1964). A atividade da enzima ¢ considerada &tima a PpH
-5,0.

0O uso de glucose oxidase tem sido limitado a cor e
flavor ou estabilizag3o da flora microbiana de produtos
alimentares devido a caracteristicas antioxidantes e da
natureza de transformar glucose da enzima ( BARTON et
al.,1957; FRELS et al.,1984;RICHTER,1983) e o uso da enzima em
anslise de asUcares.

Embora inumeros trabalhos tenham provido novas
informasTes sobre a glucose oxidase produzido por T. flavus,
nenhuma afirmas2o pode ser feita sobre a produ;Zo da enzima
prelo antagonista na natureza. Se glucose esti2 envolvida na
morte de V. dahliae no solo, um suprimento de glucose deve

estar disponivel para o agente de biocontrole. Sabe-se que

carboidratos como a glucose sZo exudados pelas raizes de
plantas (HALE et al.,1978). Polissacarideos como glucana
estio presentes em esclerédios de S. sclerotiorum (ADAMS et

al., 1983). Cultura in vitro nZo tem mostrado qualquer evid®ncia
de micoparasitismo .

Em contraste, Fahima & Henis (1992) citados por
MADI et al. (1992) observaram invasio de microesclerddios
pelas hif&s de T. flavus apenas na presens;a da raiz de
berinjela morta ou outro suprimento de alimentos. SupSe-se que
a produs®o de glucose oxidase por T. flavus , com a
subsequente produsZo de H20z na presenca de nutrientes precede
a invasio de microescler¢dios por hifas de T. flavus.

Atenuasao de microesclerédios pelo processo provavelmente
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predispce a invasZo pelo antagonista. Em pararelo a esta
situacio, HENIS & PAPAVIZAS (1983) encontraram que uma breve
esposi¢io de Sclerotium rolfsii Sacc a pequena quantidade de
fumigante os faz muito suscetiveis a invasZo por Trichoderma
harzianum hifai. O advento de novas microtécnicas no solo e
rizosfera providenciar2 mais informac®es na interasfo entre
glucose e T. flavus na rizosfera e microesclerédios.

Segundo KIM et al. (1990), na aus®ncia de glucose,
nem talaron nem glucose oxidase, a uma concentragio maxima de
10 ou 1.69 pug ml™( 83 ou 125 nmol mim ' magl),
respectivamente, inibem o crescimento de Bacillus
thuringiensis, Erwinia carotovora, Escherichia coli,
Pseudomonas fluorescens, P. syringae, Sacharomyces cerevisae,
Gliocladium virens, Pythium aphanidermatum , P. ultimum,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia minor, Sclerotium rolfsii, T.
flavus, T. hamatum e V. dahliae. Quando glucose ¢ adicionada
ao meio de cultura a uma concentrasZo de 2 a 4X¥, a concentrasZo
minima inibitéria de talaron e glucose oxidase variou de

0,25->125 nmol. min 1. m1~ !

para a maioria das bactérias e
alguns fungos patog¢nicos incluindo Pythium spp, Rhizoctonia
solani, V. dahliae. VArios agentes de biocontrole, incluindo
Gliocladium virens, T. flavus e T. hamatum, nio s83o afetados
por talaron ou por glucose oxidase na preserca de glucose
exceto em altas concentragtes.

PROKSA et al. (1992) obteve que 2-methilsorbic acid
(MA), (2Z2,4E)-2- methil 2.4-hexadienoic acid, £ um novo

metabdlito de P. vermiculatum produzido em meio de sacarose.
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Sendo a atividade antifiungica deste 4cido maior que de Acido
sdrbico e de seus bromoderivados ( 4cido bromometilsorbic ou
4cido bromos®rbico) MA suprime o crescimento de T. flavus e
germinac2o de seus conidios. Em P. vermiculatum este Acido
diminui a produsdo de vermiculina e inibe proteosintese em
Sacaromyces cerevisae.

MADI et al. (1992), estudando a heranca das

propriedades de antagonismo e atividades de enzimas 1li{ ticas em
cruzamento sexual de 7. flavus, cruzaram duas linhagens
selvagens e tr¢s mutantes resistentes a benomyl que resultaram
em seis combinagSes, das quais duas produziram cleistotécios-
hi bridos. Observou—-se uma variasfio nas linhagens parentais e na
progénie, onde foi considerado como forma importante para
controle de fitopatégenos de solo: atividade extracelular de
glucose oxidase e enzimas degradadores de parede, antibiSticos
contra V. dahliae, e parasitismo e biocontrole de S. rolfsii.
Um padr2o de heranca quantitativa nZo mendelianc foi encontrado
para atividade de 3-1-3-glucanase e quitinase . Algumas
progénies exibiram maior atividade de glucanase e quitinase,
que outras encontradas em linhagens parentais. Antibiose foi
correlacionada com atividade glucose oxidase em um dos
cruzamentés. A atividade para reduzir podriddo de raiz de

feijZo causada por R. rolfsii foi correlacionada com atividade

micoparasitica contra esclerodios de &S. rolfsii em um
cruzamento mas nZo em outros. A variacao gquantitativas em
cada uma destas enzimas ¢ provavelmente governada por alguns

genes estruturais e viArios genes controladores. Outros genes,
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permeases e fatores citoplasmiticos poderiam contribuir para
esta variacdo. N&o existe uma clara co-segregacio da maioria
das propriedades, como produs3ao de enzimas e antibi%ticos, o
que torna dificil avaliar a capacidade antagnistica de T.
flavus.

Assim, eobora nenhum fator singular tenha s8ido
conclusivamente identificado como principal determinante do
antagonismo, MADI et al. (1992) comparando dois parentais ,
linhagem selvagem e mutante resistente a benomyl, observaram
que cada enzima poderia atuar como uma forma importante no
antagonismo contra V. dahliae e S. rolfsii. Esta hipotese foi
testada geneticamente pela comparasao de atividade enzimatica
no filtrado de culturas de progénies individuais com suas
propriedades antagoni sticas. A variag3o observada indicou que a
atividade glucose oxidase e o nivel de antibiose exibido pelas
progénies do cruzamento I contra v. dahliae foi
correlacionado. Acredita—-se que progénies com vaArias
combinasZes de atividades enzimAiticas e outras propriedades
providenciam wum instrumento experimental para o teste de
hipétese relativa a importincia para o desempenho de T. flavus

como potencial agente de biocontrole.

2.9.Fermentasio De Agentes De Biocontrole

Embora tenha ocorrido uma ripida expansZo da

biotecnologia de fermentasio em fungos filamentosos nos
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ultimos 30 anos para alta produsio de 4Acidos, antibisdticos,
enzimas, e estudo de uso de substratos de baixo custo (SMITH
et al., 1980) A maioria dos estudos tem sido orientada para a
indistria de antibi¢ticos e enzimas. A Biotecnologia de fungos
e bactérias tem dado mais énfase recentemente para novas iAreas

como a produsio de inseticidas biolégicos (DUIMAGE, 1981) e
micoherbicidas (CHURCHIL, 1982). Assim hA poucos trabalhos

sobre tecnologia de fermentagiZo para agentes de biocontrole
de doengas de plantas.

Objetivando utilizar T. flavus para biocontrole,
uma preparasiao efetiva de indculo deve ser desenvolvida. Alguns
progressos tém sido feitos no desenvolvimento de tecnologia
para crescimento de grandes quantidades de T. flavus e outros
fungos filamentosos . PAPAVIZAS et al.(1987) usou um meio
1li quido contendo melaso e levedura de indistria para produzir
indculo viavel de T. flavus com sistema de fermentacio que
simula produgs3io industrial em larga escala. Pouca ou nenhuma
atens@o tem sldo dada ao estudo da otimizacio da produsio de

propagulos e metab®litos de linhagens promissoras.

2.10.Encapsulasio De Propagulos.

O avanso do controle bioldégico tem esbarrado em
problema de produsio e entrega do antagonista. BACKMAN &
RODRIGUEZ-KABANA (1975) concluiram que o carregador ideal ¢ um
produto granular com parti culas pequenas e uniformes,

facilmente adaptiaveis aos equipamentos agri colas j& existentes.



31

Em seu estudo, tentaram encontrar um grinulo que pudesse servir
de carregador de fungos antagonistas , mas estes, quando
enxarcados, ao serem mexidos desintegravam. Os grZos que
apresentaram melhor desempenho quanto 2 adsors3o de 24gua foram
os de terra diatomicea. A viabilidade do Trichoderma foi boa
chegando a 100 ¥ no tempo zero mesmo apSs 1 mEs de
estocagem. A formulagio granulada com agentes de controle
biolégico apresenta vantagens como nio deixar resi duos qul micos
sintéticos no solo e reduzir a incidéncia da doensa em
condi¢Ses secas. £E um habitante natural do solo.

O carregador granular apresenta vantagens com
relasfio a maté¢ria orginica como, a reduszo na quantidade de
material colocado no solo em at® 30 vezes, e o equipam e nto
agricola tradicional que pode ser utilizado para sua
distribui¢3o.

Para utilizar T. flavus como agente de biocontrole,
¢ neceseirio desenvolver e ensaiar sistemas de preparaczo e
entrega de indculo. PAPAVIZAS et al.(1984) desenvolveram um
meio 1li quido pouco dispendioso, a base de melagso e levedura de
fermentas3o para produzir indculo viidvel em tanques de
fermentas&o. Também a t¢cnica de encapsulaszo de esporos e
micélio foi recentemente descrita. Os “pellets” foram feitos
com conidios, biomassa fermentada ou ascosporos com pyrax ou
farelo de trigo com cloreto de cilcio como agente geleificante
e ainda alginato de s4dio. A estocagem &2 temperatura ambiente
afetou mais a viabilidade de conidios do que a 5°C- Os

ascosporos nio foram afetados por serem mais resistentes a
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altas temperaturas. Estes estudos concordam com as conclusides
de FRAVEL et al.(1985), que verificaram que a sobreviveéncia de

propagulos em pellets” de alginato—argila varia com o tipo de
esporo, isolado e espécie, sendo gque ascosporos sobrevivem mais
que conidios. Isto pode ser atribul do a morfologia do esporo

e/ou fisiologia uma vez que ascosporos s83Xo de 1longa durasio

enquanto coni dios s5o efémeros. Ascosporos de TI. flavus 830
conhecidos por melhor sobrevivencia no campo e mais compati veis
com fungicidas que coni dios (FRAVEL, 1988). Diferensas podem
ser observadas entre espécies distintas de wum mesmo genero.
Coni dios de P. oxalicum nZo sobrevivem tZo bem como aqueles de
P. dangeardii ( o anamorfo de T. flavus).

O8 estudos de FRAVEL et al.(1985) mostraram também
que embora a concentrasfo inicial de propigulos n3Zo afete a
sobrevivéncia, para alguns organismos, hA aparentemente uma
concentragcio ¢tima. Por exemplo, ascosporos da linhagem Tf1l
sobrevivem melhor & concentragZo inicial de 107/m1 e 108/m1 que
a 106/m1. Em contraste ascosporos de Tf-1 e conidios de P.
oxalicum sobrevivem melhor a 105/m1 que a 107/m1. Sobrevivéncia

por 12 semanas em alginato foi menor que Pyrax a 25 °c.

" Pellets” contendo conidios e farelo‘de T. flavus,
introduzidb no solo, proporcionaram um rApido aumento de
atividade. O farelo em associasg3o com conidios de répido
crescimento deram uma base nutricional (PAPAVIZAS et al,1987).
O aumento da atividade com coni dios em "pellets” de alginato
com farelo pode ser explicado pelo fato destes propigulos

invadirem completamente o0 substrato antes que os
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microrganismos nZo desejiveis possam colonizi-lo. Esta ¢ uma
caracteri stica importante para a sobrevivéncia de fungos
saprofi ticos no solo (PAPAVIZAS et al., 1984).

PAPAVIZAS et al.(1987) estudou o efeito dos
processos de formulasio na proliferas3o dos propagulos
encapsulados em alginato de T. flavus, verificou que os
ascosporos € principalmente conidios apresentam uma rapida
proliferac3io nos "pellets” de alginato e farelo, enquanto que
as preparasdes de hifa nzo apresentaram esta rapida
proliferasao. Fatores biéticos e abiéticos podem afetar a
extens2o e padrz2o de crescimento de fungos de biocontrole a
partir de "pellets”. A identificasZo destes fatores pode tornar
o biocontrole mais previsivel e efetivo. A adigZo de "pellet”
de alginato contendo conidio e farelo de trigo como ingrediente
inerte ao solo resulta em rapido aumento de atividade. O farelo
estid associado a um rapida germinacZo de conidios em "pellets”
fornecendo alimento base para o crescimento e esporulagio de
fungo no solo. Nenhuma atividade apreciavel ou proliferag3o
pode ser observada quando Pyrax foi utilizada com conidios e’
ascosporos ou quando biomassa fermentada foi wutilizada para
fazer "pellets” com trigo. Foi observado wum crecimento lento
quando utilizou—se fragmento de mic¢lio seco ou umido sendo que
estes podem tornar—-se colonizados por microrganismos nativos do
solo.

Atividade e proliferas@o em solo de
“pellets”contendo farelo e ascosporos s2o intermediirios entre

aqueles contendo conidios 08 quais apresentaram uma grande



34

atividade, e aqueles contendo biomassa fermentada. Esta
diferensa ¢ esperada uma vez que ascosporos de T. flavus n3io
germinam rapidamente em grande nimero. Se o8 ascosporos nao
forem aquecidos a temperaturas maiores que 5000 por 10-15
minutos, apenas 5 a 10% deles germinam. Seu baixo nivel de

germinasio, na presensa de alimento base, pode colocar estes

propd gulos em desvantagem quando comparados com conidios ou
com propagulos sapréfitas de crescimento répido. Proliferagzo
em solo de formulasZo contendo coni dio-farelo ¢ precedido pelo
aumento de atividade metabSlica , como mostrado pela evolus3Zo
de COz quando propagulos encapsulados s2o0o adicionados ao solo
e pelo desenvolvimento de cleistotécios férteis em “pellets”
parcialmente enterrados ao solo. ProducZo de cleitotécios e um
grande aumento em ufc por grama de “pellet” recuperados do solo
sobre niveis iniciais indicaram que crescimento deve ter
precedido a formagcZo de cleistoté¢cios, com subsequente produszo
de ascosporos e conidios no substrato, PAPAVIZAS et al., 1987).
A vida de prateleira de T. flavus em “pellets"” de
alginato-trigo foi menor a 25°C que a baixas temperaturas. Em
contraste, a vida de prateleira de ascosporos nZio foi afetada
por temperaturas na faixa de 5°C a 25°C . Este fato nZo ¢
ineBperadé; desde que ascosporos sio conhecidos serem mais
resistentes a altas temperaturas que conidios. Exposisao de
suspensio aquosa de ascosporos dormentes a 53°C por 15 minutos,
ou a 70°C por 1 minuto, aumenta a germinacio. Em contraste,
coni dios expostos a 53°C por 30 minutos s3Zo mortos. Ascosporos

sobrevivem mais que conidios em “pellets” de alginato com Pyrax
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como ingrediente inerte, tendo apresentado melhor sobreviv2ncia
no campo e ser mais compativel com fungicidas que conidios
(KATAN, 1985).

FRAVEL et al.(1986) medindo parametros fisicos ,
quimicos , e bioldgicos de 25 solos, encontraram 5 relacionados
a sobrevivéncia e proliferagio de T. flavus em anhalise fatorial
multivariada. Estes parametros foram troca de capacidade
cati®nica; concentrag3do de potassio, s®dio e zinco e total de
populasio bacteriana no solo. Um aumento no nivel de potassio
no solo aumentou a sobreviveéncia de T. flavus (5,12-74,68ppm).
Potassio € um macronutriente necessirio para o crescimento de
fungos exercendo suas fungdes em atividade enzimitica,
metabolismo de carboidratos, balanso i®nico.0 potissio afeta
diversos processos como formas®o de oogbnios e protegio contra
a radias3do solar. A absor¢io de potassio ¢ ativa e ocorre
contra um gradiente de concentrasio de 5.000:1. Um aumento no
ni vel de s®dio ocasiona decr¢scimo no crescimento de T. flavus.
Um aumento na concéntragﬁo de Zn(0—1,7x10—3) proporciona
aumento na proliferasio de T. flavus. Zinco ¢ essencial para
todos os8 fungos porque ¢ constituinte ativador de muitas
enzimas e muito importante na regulasZo de metab®litos
Becundariéé em algumas especies. A natureza dos efeitos da
populas@o bacteriana n3o era conhecida por ocasiZio deste
trabalho. As bactérias no 8solo podem aumentar ou suprimir
populac3o de T. flavus , portanto, o efeito pode s8ser positivo
ou negativo, direto ou indireto. Isto pode ser exemplificado

com FPseudomonas fluorescens produtoras de siderSforos que
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melhoram a aquisigZo de ferro em ambientes deficientes em
ferro. Embora tanto o ferro como P. fluorescens estejam
relacionados com qurevivéncia do antagonista, wum complexo
and logo pode ser responsidvel pelo envolvimento da bactéria na

sobrevivéncia de 7. flavus.
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3.MATERIAL E METODOS

3.1.Local Da InvestigasZo

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios
de Fitopatologia, Quimica analitica, FormulasSes e Casa de
Vegetas@o, do Centro Nacional de Pesquisa de Monitoramento e
AvaliasZo do Impacto Ambiental (CNPMA )/EMBRAPA , Jaguaritna,
S.P., Brasil.
3.2. Hospedeiro Teste

Na execusa@2o dos experimentos foi utilizada a
cultivar de berinjela (EMBU/AGROCERES). suscetivel a V.
dahliae.

3.3. Linhagens

Foram utilizadas as linhagens de Talaromyces flavus
e Verticillium dahliae pertencentes a micoteca do CNPMA/
EMBRAPA.

Utilizou-se uma linhagem de V. dahliae (procedente

Campinas), isolada de berinjela.

As linhagens de T. flavus foram:

IK- "International Mycological Institute”,Eghan,
England.UK.

IR-Instituto de micologia de Recife

IG-Isolado de solo de Piracicaba-SP

T22;T30- Bi¢tipos originados de IK apés irradiasZo
com luz ultra violeta, para caracteri stica morfolégica.

T4-1Isolado de rizosfera de berinjela(sendo
identificado pela Fundasio Tropical André Tosello).

3.4_Meios de cultura e solusSes utilizadas

de
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Os meios de cultura e solusGes utilizadas foram
esterilizadas em autoclave por 20 minutos a 121 °C com excec3o
das substincias que sofrem efeito de altas temperaturas e _ou
aquelas que nZo necessitam esterilizas@o, as quais estZo
citadas na metodologia.

A incubasZo foi feita de acordo com a temperatura

ideal para o desenvolvimento de cada linhagem empregada.

3.4.1. Meio de Batata-Dextrose (BD)
Caldo de Batata 1000 ml
Glicose 20 g
Para a obtensZo do caldo, 200 g de batata foram
cozidos por 15 minutos em Agua destilada, sendo o volume final
completado para 1000 ml. Para o preparo do meio s5lido 20g de

Agar foram adicionados (Meio de BDA).

3.4.2. Solusdo de "Tween -80"( 0,1 X V/V)

"Tween -80" 0,1ml

Agua destilada 99,9ml

a solus3Zo foi autoclavada e mantida no refrigerador a 4°c.
3.4.3. Soluszo salina ( 0,85% p/v)

NaCl 8,58

Agua destilada 1000,9ml

3.4.4. Solucdo de Giemsa

Giemsa 1,0ml

Glicerina 66,6ml

Metanol 66, 6ml
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Misturou-se o giemsa com glicerina a 60°C durante
30 minutos a 2 horas. Apés resfriamento , foi adicionado a
metanol. Filtrou-se a solusio corante que foi armazenada em
frasco escuro 2 temperatura ambiente e utilizada 72 horas
apo8 preparo.

3.4.5.S0lus¢3io de albumina 50% ( TANAKA et al., 1979).

Uma clara de ovo foi colocada em um becker e
pPicotada vagarosamente com tesoura durante 1 hora. Filtrou-se e
ao filtrado adicionou-se glicerina (v/v) e cristais de canfora.
A solugZo foi mantida em refrigerador a 4 oC.

3.4.6. Solusio tamp3o fosfato pH 7.0

solus3o A:

NazHPO+ 12H20 3,73e
Agua destilada 1000,0ml
Solus&o B:

KHzPO4 2,4g

Agua destilada 1000,0ml

A s8olus@o A foi misturada com a solusio B na
propors2o de 7:3., o pH foi ajustado para 7,0 e a mistura
conservada em refrigerador a 4°C-

3.4.7. Solusa@o Estoque de Acrilamida

Acrilamida 75,0
N,N métilene—bis—acrilamida 2,0g
Agua destilada " 250,0g

A s8olug3o foi filtrada e mantida a 4°C.
3.4.8.Tamp3o do gel separador pH 8,9.
Tris—base 47 ,75¢g

Agua destilada 690,00ml
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O pH foi ajustado para 8.9 com HCl 1IN, e o volume

completado para 100ml com Hz20 .

3.4.9. TampZo do gel empilhador pH 6.8

Tris-base 7,475¢
Agua destilada 60,000ml
O pH foi ajustado para 6,8 com HCl 1N, e o volume
completado para 100 ml com agua destilada.
A solusZio foi conservada sob refrigeras3o.

3.4.10.TampEZo do tangue

Tris 63,2
glicina 39,9¢g
Agua destilada 1000,0ml

A solus3o foi filtrada e armazenada & temperatura
ambiente, no momento do uso este tampZo foi diluido 1:10 em
agua destilada.

3.4.11.Tamp20 da amostra

Glicerol 5,0ml
TampZo do gel empilhador 2,5ml
Azul de bromofenol cristais

O volume foi completado para 25 ml com 4Agua
destilada—e armazenou-se a —20°C.

3.4.12_.Gel separador a 10%

Tamp2o do gel separador 3,0ml
Acrilamida 10,0ml
Agua destilada 16,8ml

Persulfato de amSnio 10% 0,225ml
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TEMED 0,9015ml

0 gel foi preparado no momento do uso.

3.4.13. Fixador PAGE (esterase)

Solu¢Zes substratos

a-naftil acetato 1% em solusZo aquosa de acetona 50%
3-naftil acetato 1¥ em solusZo aquosa de acetona 50%

3.4.15.Corante—-esterase.

"FAST-BLUE, RR" 50,0ml
Tris-hcl 0.5MpH 7.1 5,0ml
a-~-naftil acetato 9,75ml
f-naftil acetato 9,75ml
Agua destilada 45,5ml

3.5_Fungicidas.

Benomyl:

Nome quimico: 1-(butilcarbamoil)-2-benzimidazol carbamato
de metila.

Produto comercial: Benlate 500 ( 59% principio ativo).

Iprodione:
Nome quimico: 3.(3.5- diclorofenil)—n?(l—
metil-etil)-2,4-dioxo- l1-timidazolina carboximida.

Produto comercial: Rovral ( 50% principio ativo).

Thiabendazole:
Nome quimico: 2-( tiazol-4 il ) benzimidazol.
Produto comercial: Tecto 600 (60% de principio ativo)

Quintozene (PCNB)
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Nome quimico: pentacloronitrobenzeno
Produto comercial: Plantacol (75% Principio ativo)
Propiconazole:
Nome quimico:
1-f{2-(2,4-diclorofenil )-4-propil-1,3-dioxolan-2-il-metil]-
1H-1,2,4 triazol
Produto comercial:Tilt( 25% principio ativo)
Dicloran:
Nome quimico: propileno-bis-ditiocarbamato de =zinco
Produto comercial: Antracol p® molhavel(70X¥ de principio
ativo)
Chlorothalonil:
Nome quimico:tetracloroisoftalonitrila
Produto comercial:Daconil 500 SDS(50X% de principio ativo).
Dodine:
Nome quimico: acetato de N-dodecil-guanidina
Produto comercial: Dodex 450 SC( 45% de principio ativo)
Sportak:
1-(N-propil-N-2-(2,4,6-triclorofenoxi)etil )carboil )imidazo
le (55% de principio ativo)

Produto comercial:Sportak 450 CE

3.6.Teste 'de antagonismo em confrontas®o direta das linhagens

de T. flavus contra V. dahliae in vitro .

Os bi¢tipos foram testados por meio do ensaio de
culturas pareadas, conforme BELL et alii (1982), onde os discos

de meio de BDA de 0,7 cm de didmetro, contendo mic2lio de V.
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dahliae , foram transferidos para placas de Petri ( de 9.0cm
de diZmetro) contendo meio BDA, a uma distancia de
aproximadamente 2.0 cm de suas bordas.
Esse material foi incubado durante 48 horas a 25°C,
sob luz alternada. Em seguida, discos de 0,7 cm de diZmetro,
contendo micélio e esporos das 6 linhagens, foram transferidos
para as placas em posicio oposta 2 coldnia do patdSgeno e
assim, mantida durante 14 dias na presensa de luz fluorescente
continua a 25°C.
As avaliacSes foram feitas baseando—-se no critério

de CAMPAROTA(1985), sendo:

2C=DTx100 onde,
DE

DT= Distidncia (cm) percorrida sobre o eixo que 1liga os
dois explantes e,

DE=distincia que separa os dois explantes (aproximadamente
4.0 cm)

Cada tratamento foi repetido 4 vezes e o0 delineamento
experimental utilizado foi em blocos casualizados.
3.7.Interas3o de hifas de T. flavus.

T. flavus foram crescidas em meio de BDA o tempo
auficientehpara ocupar uma parte da laminula de vidro disposta
anteriormente na posicZo frontal do indculo. As coldnias foram
incubadas a 25 i2 oC sob luz continua, durante 7 dias.

A seguir, semeou-s8e um disco do pat®geno na placa
e, por ocasiZo do encontro das hifas sobre a laminula,

efetuou-se a retirada, coloras®o com lactofenol e observasdes
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microscipicas.

Os isolados de Talaromyces flavus utilizadas foram

IK, 1G, IR, T4, T22, T3e.

3.8.Teste de antibiose das linhagens de T. flavus contra V.
dahliae 1in vitro.

0O objetivo foi avaliar o comportamento das
linhagens de T. flavus como antagonistas ao fitopatdgeno V.
dahliae.

A metodologia wusada consistiu em cobrir
assepticamente a superficie da placa de Petri contendo meio
extrato de malte com discos de papel celofane. A seguir, os
discos de meio BDA, de 90,7 cm de didmetro contendo mic¢lios e
conidios de 7T. flavus, foram colocados no centro das placas,
sobre a superficie do papel celofane (DENNIS & WEBBSTER, 1871b).

As coldénias foram incubadas por 7 dias , a 25 oC,
na presensca de luz fluorescente conti nua.

Em seguida, retirou—-se o papel celofane Jjuntamente
com a coldnia do antagonista.

Discos de V. dahliae com 5 dias de crescimento,
retirados das bordas das col®nias, foram transferidos para o
centro das placas.

— As placas foram levadas para a incubadora a 25°C »

sob luz alternada.

ApSs 5 dias de incubas3o, observou-se o didmetro de
crescimento das col®nias, comparando-os com a testemunha

crescida em aus®ncia de T. flavus.

A porcentagem de inibicZo foi calculada por meio da
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fSrmula:
¥ de inibiczo=

crescunento da testemunha - Crescimento do tratamentoXio0o0

crescimento da testemunha

O delineamento experimental foi o de blocos

casualizados com 4 repeticdes.

3.9.Experimento em casa de vegetasio ,interas@o em solo

natural e esterilizado.

3.9.1. Preparo do indculo.

Colocou-se 100 ml de milho pipoca pre—autoclavado em
sacos de polipropileno 12 X 12 cm » adicionando—se
10 ml de HzO destilada, e levou-se para esterilizac3io em
autoclave, a 120°C por 20 minutos em dois dias consecutivos. Em
seguida , colocou-se 2 discos de BDA de 0,7cm de diimetro
contendo mic¢lio e conidios de V. dahliae ou TI. flavus.

Para incubasXo, os sacos contendo V. dahliae foram
mantidos a 25 °C sob luz alternada, e para os antagonistas, a
25°C sob luz continua, at¢ que o8 grios de milho pipoca

estivessem totalmente colonizados pelos respectivos fungos.
3.9.2.Preparo do substrato.

Solo de floresta de textura argilosa foi
autoclavado a 121°C por 1 hora em dois dias

consecutivos(Tabela 1).
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Tabela 1. Solo de floresta: An2lise quimica da amostra de solo1

—— e ———————————— s ————————————————————— ———————————— — —— - —— ——— —

1.As analises quimicas foram realizadas pelo Departamento de

Ciéncia do Solo da ESALQ/USP.

3.9.3. Uso das linhagens de T. flavus no controle de V.

dahliae em plantas de berinjela.

O objetivo foi verificar o efeito das
linhagensxIK, IG, IR, T4, T22, T30) de T. flavus sobre a
incidéncia de murcha de Verticillium, em berinjela,em 80lo
natural ou esterilizado,o experimento foli feito em wvasos com
capacidade para 3 kg de solo.

A inoculasio dos bi¢tipos foi feita por ocasiio do
plantio, sendo colocado 1090 g de inSculo preparado segundo o
item 3.12.1.a uma concentraz;Zo de 10’ conidios de Talaromyces
flavus e 1,75 x 10'° conidios de V. dahliae. Utilizou-se 2,2 g
de benomyl por vaso.

A avaliasZo consistiu da verificacio da severidade
da doensa —em escala de notas de @ a 3, O valor @ consistiu de
plantas totalmente sadias; 1, plantas sadias mas com
descoloras3o no xilema; 2, clorose, definhadas e parcialmente
com descoloragZo do xilema; 3, plantas murcha, mortas.

Avaliou-se também o peso seco de parte acrea, raiz

e altura de plantas em solo natural.
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Foi utilizado o delineamento experimental em blocos

casualizados com 3 repetis@es e quatro plantas por repetigZo.

3.10.Crescimento em meio BDA

Com o objetivo de estudar a esporulagio,
crescimento e coloragsio das coldnias das linhagens de
Talaromyces, cultivou—-se inicialmente as col®nias em meio BDA,
e ap®s 14 dias de incubasiio, discos de meio contendo mic¢lio e
conidios com 0,7 cm de didmetro , foram retirados das margens
das coldénias e transferidos para placa de Petri contendo meio
BDA.

Foi determinado o diimetro de crescimento, no 14°
dias de incubas¥o, quando observou-se a esporulas3o, a
colorasio e a presenca de setores nas coldnias. A incubasg3o
deu-se 4 25°C sob luz fluorescente continua.

O delineamento foi em blocos ao acaso com trés

repeticdes.

3.11 .Produco de mic¢lio seco de T. flavus IK.

Visando a obtensZo de um produto a base dg micelio
de T. flaéus , para posterior formulasZo, foram testadas meios
de composisd@o conhecida e meio constituido de resi duos
industriais . O fungo foi cultivado em agitador meci2nico ( a
120 rpm a 28° C) em frascos ( Erlemmeyers de 250 ml) contendo
100 ml de meio de cultura por 8 dias consecutivos. 0

delineamento adotado foi o0 inteiramente casualizado com 3
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repeticSes. Apés o crescimento , o mic®lio foi filtrado e
lavado 2 vezes com Agua destilada e seco em estufa a 45 oC por
8 dias consecutivos. A avaliacio consistiu em aferir a massa

seca dos respectivos tratamentos.

3.12. Produs3o de metabdlitos de T. flavus IK (selvagem)

e linhagem selecionada.

T. flavus foi multiplicado em frascos de 1000 ml

contendo 350 ml de BD por sete dias consecutivos a 120 rpm 28.
°C. O material foi filtrado e o sobrenadante extraido com
acetona, em baixa temperatura e posteriormente com acetato de
etila, concentrado em evaporador rotativo (KIM et al., 1988).
A seguir, foi testado contra V. dahliae e outros patdgenos de
solo. O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado com

4 repeticdes.

3.13.Determinagsao de meio semi seletivo 2 T. flawvus.

3.13.1. Reas3o de sensibilidade de linhagens de T.
flavus aos fungicidas benomyl, chlorothalonil, dicloran,
iprodione, sportak, dodine, rosa bengal, propiconazole.

O objetivo foi verificar o comportamento das
linhagem iK de T. flavus nas concentrasSes 0,1; 1,0; 10,0; 100
ppm do principio ativo dos fungicidas.

A colb4nia da linhagem selvagem IK foi cultivada
inicialmente em BDA e apés 14 dias de incubas3®o , 8ob luz
continua, e 25 °C, discos contendo mic¢lio e conidios, com

0,7cm de didmetro foram retirados da margem das col®nias e
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transferidos para Placa de Petri contendo meio basal
suplementado com fungicida.

O meio de cultura com fungicida foi preparado
dissolvendo-se o produto em acetona (5,0ml), quando
necessirio, e completando-se o volume com &gua destilada
esterilizada ( solusZo estoque) de acordo com a técnica de
EDGINTON et al. (1971), modificada por MENTEN et al. (1976). a
partir desta solus3o foram feitas dilui¢Ses, transferindo-se
uma alif quota de 1,0ml de cada suspensZzo para 100 ml de meio
basal fundente (14500) de maneira a obter-se as concentracSes
desejadas para cada fungicida.

A incubag3@o deu-se a 25°C, sob luz fluorescente continua.

A avaliacio consistiu de:

CAlculo da porcentagem de redusZo de crescimento das
colénias (RC¥), utilizando-se a férmula:

RCX¥= (DT-CTF) DP x100, onde:
DT

DT , didmetro m®dio da testemunha e CIF ¢ o total de
crescimento da col4énia ( em cm) nos tratamentos.
A medida do didmetro das col®nias em crescimento
foi efetuada 10 dias apds a instalasio do experimento.
0 delineamento experimental foi o blocos

casualizados com 4 repeticSes.

3.13.2.Sensibilidade de fungos isolados de solo a
fungicidas.
O objetivo foi verificar o comportamento dos

fungos, Trichoderma sp, Rhizoctonia solani, T flavus, p sp.
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isolados de solo aos fungicidas selecionados (dodine, rosa
bengal, rovral, dicloram, propiconazole, benomyl, sportak) e as
concentrastes determinadas no item 3.13.1.(1,0; 0,1; 0,15 0,1;
1,0; 0,1; 10,0 respectivamente).

O critério de avaliagZo foi o mesmo do item 3.13.1.

3.14. Encapsulasio de conidios e mictlio de T. flavus.

Os conidios da linhagem de T. flavus foram

preparados em sacos de polipropileno, os quais continham 100 ml
de milho pipoca autoclavada por 20 minutos e em dois dias
consecutivos. Apdés o que repicou-se dois discos de 7 mm de
diadmetro, dos bordos das col®nias, do antagonista. A incubasZo
deu-se a 25°C sob luz cont!nua por 14 dias.

Os conidios de T. flavus foram extraidos do meio de
cultura s6lido e utilizadas na formulacZo em “pellets”. A
concentrasZo de esporos ha suspens2o foi aferida com auxi lio de
camara de Neubauer.

Adotou-se pectina a 2%, alginato a 1¥ e 10X caulin
como carregador e cloreto de cAlcio a 3,7% como solucZo
geleificante. Esporos e celulas foram adicionados a
concentras3o 2X104 conidios/ml sendo que a concentrazZo por
“pellet” estimada para o presente ensaio pode ser convertido

pela férmula:

Numero de conidios/pellet=l.298x105 conidios
P.1g "pellet”

P=nimero de "pellets"/g
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O delineamento adotado foi o fatorial com quatro
ni veis sendo os fatores tipos de polimeros ( alginato e pectina
ci trica), tipos de propfgulos (micélio, mic®lio + esporos,
esporo), condicZo de armazenamento ( temperatura ambiente e a
4°C), tempo ( armazenamento) e uma variivel resposta,
viabilidade.Avaliou-se a viabilidade por meio de plaqueamento
de 20 ‘"pellets” em BDA acrescido de estreptomicina e

(s ]

incubando-se por 7 dias sob 1luz continua a 25 . Cada

tratamento constou de duas repeticSes.

3_.15.Caracterizas3o citologica das linhagens de T. flavus

Foram realizadas observasSes citoldégicas da
coloras@o de nticleos, estimando-se o nUmero de nticleos por
conidios e ascosporos e tamanho ( comprimento e largura ) dos
mesmos pelo mé¢todo de TANAKA et al.(1979). Para estes estudo,
os bi¢tipos foram previamente cultivados em BDA por 14 dias
sob luz continua a 25 oC, para producZo de conidios, e no
escuro para Ascosporos.

Foram avaliadas 50 conidios e ascosporos de cada

bistipo.

-~ Coni dios e ascosporos dos referidos bistipos foram
aderidos as lami nulas usando-se solus3o de albumina,
utilizando-se para fixag3o0, uma s8solugZo de 4&lcool- 4cido
acético 3:1, durante 30 minutos, 2 temperatura ambiente. A

hidratagZo foi efetuada por tratamento sucessivo em &£1lcool, 95%

e 70% , procedendo-se em sequida, a hidrélise em &cido
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cloridrico 1N a 6000, variando o tempo de hidrdlise de acordo
com a linhagem.

Os coni dios e ascosporos foram corados por imerszZo
em solus3o de Giemsa diluida de 1:6 com tamp2o fosfato 0,02 M
pH 7,0, durante 10 a 15 minutos. O excesso de corante foi
retirado por lavagem com o mesmo tamp2o. Para observastes
microscépicas foi utilizado o microscdpio CARL ZEIS (JENA) ,

modelo JENAMED2 » associado ao sistema fotomicrografico

MF-AKS, modelo 24X16 EXPOMET » quando necess2rio.

3.16.Caracterizas3o para padr2o de esterase

Com o objetivo de verificar a diversidade genctica
das 1linhagens IK, IG , IR, T4 ,T22, T30 utilizou-se a
metodologia apresentada por PACCOLA-MEIRELLES et al. (1988) na
extrac®o de proteinas , preparo das amostras e do gel de

acrilamida para eletroforese.

Os8 geis de poliacrilamida foram retirados da placa
e incubados em solus¢Zo corante , & temperatura ambiente até as
bandas aparecerem. Posteriormente , os geis foram lavados em
dgua e fixados em solugZio aquosa de glicerol 10%¥ para revelasZo

da atividade de esterase.
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4. RESULTADOS E DISCUSSXO

4.1.Teste in vitro com linhagem de Talaromyces flavus e

Verticillium dahliae.

4.1.1. Antagonismo de confrontasZo direta de linhagens de

T. flavus contra V. dahliae
Pode-se observar que o T4 e T30 apresentaram os
melhores resultados quanto a porcentagem de colonizaczZo(Tabela

2).

Tabela 2. Antagonismo de confrontacZo direta de 1linhagens de

Talaromyces flavus contra Verticillium dahliae.

Linhagem colonizacao

media (%) 5% 1%
T4 100,00 a A
T30 ©8, 70 a A
IK 66, 59 b B
IR 66,59 b B
IG 66,53 b B
T22 50,00 b B

Médias de 4 repetisSes obtidos atraves da porcentagem de
colonizaz3o (%¥C), segundo CAMPAROTA (1985).

Médlas seguldas de mesma letra n2o diferem entre si para
comparasao de X de colonizasZo a nivel de significiZncia

indicado.

D.M.S.1%= 2.0322
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4_.1_2_Teste de antibiose de linhagens de T. flavus
contra V. dahliae.
Quanto ao teste de antibiose verificou-se que a
produsZo de metabdlitos t5xicos wvariou amplamente entre as
linhagens ensaiadas e dentro dos mutantes morfolégicos de T.

flavus(Tabela 3).

A linhagem IG mostrou-se excelente produtora de
antibiéticos visto que apresentou porcentagem superior de

inibicZo, seguida da linhagem TA4.

Tabela 3. Teste de antibiose de linhagens de Talaromyces flavus

contra Verticillium dahliae.

Linhagens inibi¢Zo de crescimento(X)
IG 75.2800 A
T4 73.0925 B
IK 25.0000 C
IR 25.0000 C
T22 0.0000 C
T30 0.0000 C
TEST 0.0000 C

Médias seguidas de mesma letra nZo diferem entre s8i para

comparas3do de colonizasio a ni vel de significincia indicado.
D.M.S.1%= 2.0322

A partir deste ensaio foi posaivel detectar os
melhores produtores de metab®litos em meio de cultura. Entre

o8 mecanismos de antagonismo de T. flavus contra V. dahliae
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esti a antibiose (MAROIS et al., 1984) inibindo o crescimento
do patégeno ou atuando na morte de estruturas de resisténcia
como esclersdios e microesclerédios ( FAHIMA et al., 1992;
MAROIS et al, 1984) sendo que, a toxicidade do mesmo tem s8ido
atribuida a glucose oxidase (KIM et al.,1988) e enzimas

degradadoras de parede (MADI et al., 1989)

4.1.3. InteragsZo de hifas de T. flavus e V.
dahliae.
Para o estudo da interacZo de hifas dos dois fungos
foram feitas observas@es microscdpicas por meio de montagens

de l2minas em culturas pareadas.

Tabela 4. Interaso0 de hifas de Talaromyces flavus e

Verticillium dahliae.

Linhagem Tipo de parcsitismo

de  TTTommmoomees cemtate T TTTTTTTTTTTTmToToooomomomomos
a
T. flavus Enovelamento intimo Lise vacuolise rede ganchos

Obs: ©= nio ocorrem + = ocorrem

NZo foi observado crescimento pararelo de hifas de
T. flavus e V. dahliae nas linhagens ensaiadas, nem
estruturas semelhantes a ganchos, em direg3o aos feixes de

hifas do hospedeiro. nem a formasZo de rede de hifas do
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hospedeiro ou enovelamento e contato intimo. Apenas lise e
vacu$lise foram observadas em poucas linhagens(Tabela 4).

DENNIS & WEBSTER (1971) observaram que a
vacuolizas3Zo e lise ocorre frequentemente devido 2 produsZo de
antibiéticos no g&nero Trichoderma. A observasio de ocorréncia
de vacu®lise e lise confirmam que antibiose por meio de
metabdlitos téxicos e enzimas deva ser o principal mecanismo
pelo qual T. flavus efetua o controle de patdégenos do solo.
Enzimas hidroli ticas produzidos por T. flavus al¢m de degradar
hifas de uma gama de fungos patogénicos podem destruir
estruturas de resisténcia como esclerddios, que possuem
| camadas ri gidas de melanina ( ELAD et al., 1984).

Segundo MACLAREM et al. (1986), a invas®o por T.
flavus em S. sclerotiorum ocasiona a agregasio do citoplasma
e numerosos granulos finos, estendendo o efeito as c¢lulas
adjacentes. Frequentemente a desintegracZo do citoplasma ocorre
anteriormente ao evento de penetrasZo dentro da célula
hospedeira. Observa-se o enovelamento do hiperparasita ao redor
da hifa do patégeno em estidios tardios que torna-se bastante
profuso contrastando com o observado em V. dahliae.

A eficiéncia do agente de controle de fitopatégenos
pode depender parcialmente de sua capacidade para proliferar
durante uﬁk curto periodo de tempo das condi¢cSes ambiente
favoraveis antes de encontrar o patégenos de plantas. Um
crescimento mais rapido e esporulacio podem significar melhor
eficdcia no campo. Assim embora T. flavus tenha parasitado S.
sclerotiorum, o controle eficiente depende de outros

atributos.
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ADAMS(1989) ensaiou oito antagonistas relacionados
a esclertdios de Sclerotinia de trés diferentes modos em solo,
a fim de determinar alguns dos atributos importantes no
controle biol¢gico de patdgenos de solo. P. citrinum, T.
flavus, G. virens, Trichoderma sSpPp- nZo reduziram a
sobrevivéncia de esclerédios de S. minor em cada um dos trés
experimentos. Apenas S. clerotivorum e T. oligantrum foram
capazes de causar uma marcada redu;Zo na sobrevivéncia de S.
minor quando esporos do antagonista foram adicionados ao solo.
Estes micoparasitos foram ativos quando aplicados a nivel de
10-14 esporos por grama de solo, enquanto que outros
antagonistas foram inefetivos a 106-107eaporos/ml- A
superioridade destas duas linhagens foi atribuida a
macroconi dios que foram capazes de germinar em solo quando
estes estavam adjacentes ao esclerédio de Sbleiotinia spp- Os
macroconi dios foram capazes de infectar o esclerédio, causar o
seu decaimento, e , dando continuidade ao processo, crescendo
no solo e infectando esclerédios saudaveis. Uma vez que hifas
dos antagonistas foram observadas por ocasiZo da coleta dos
esclerédios conclui-se que o8 mesmos serviram de substrato
para crescimento, protegido de outros microrganismos, que
crescem no solo.
~ DAVET(1986) trabalhando com 20 isolados de
Trichoderma spp concluiu que atividade parasi tica em solo n3o
esterilizado varia positivamente com a capacidade competitiva
saprofi tica. O micoparasita deve ser capaz de infectar e

destruir o fitopatégeno além de crescer em 8olo natural e

infectar propagulos saudiveis do patégeno.
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4.2 _Experimento em casa de vegetagZo
4.2.1 Teste de antagonismo 1I: Infestac®o do solo com V.
dahliae em solo esterilizado.

A capacidade de agentes de biocontrole serem
efetivos no controle de doensas de plantas pode ser limitada a
varios fatores, tais como: sobreviveéncia no solo e na
rizosfera, pH, temperatura, agressividade do patégeno,
suscetibilidade do hospedeiro, umidade e qualidade da base
alimentar, entre outros.

Embora V. dahliae seja favorecido por temperaturas
amenas, O qQue propicia um aumento de severidade da doensa, este
fato nio prejudicou o biocontrole nas condicZes do experimento.
Infestar o s0lo com o0 patégeno ¢ uma forma de expor
drasticamente os tecidos da planta hospedeira ao pattgeno,
pois, com o transplante das mudas, parte dos pelos radiculares
e rai zes secundirias sio rompidas. Desta maneira, a penetraczo
do patégeno foi favorecida pela aueencia de barreiras fisicas

no hospedeiro.
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Tabela 5 . Severidade da doenga em plantas de berinjela
inoculadas com Verticillium dahliae nos Tratamentos com

Talaromyces flavus em solo esterilizaodo.

o e e = am e m e = m e e e mm e s M e T M T e v e A S me s m e A Ae S e o S e o S ———

- o A o ——— e W e M e Em e e e mm G e ER me e T e M M G T e S D L e M e e e e e At W M - " e " V0 e S e sty

Testemunha (itnoculada? 2.6667 A
IK 2.0833 A
I0 2.0000 A
T22 2.0000 A
QUIMICO (benomyl 2.0000 A
IR 1.0000 B
T30 0.6667 BC
T4 0. 0000 c

Médias seguidas de mesma letra nZo diferem entre si ao nivel de
de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey.
D.M.S.1%=0.7680
1- Escala: ©0 = plantas sadias
1 = plantas sadias mas com descolorasZo no xilema
2 = clorose , definhadas e parcialmente com desco-
loras&o no xilema.

3 = plantas murchas e/ou mortas.

Observou-se que as plantas infectadas com as
linhagens T4 e T30 de T. flavus e também em menor escala, IR
apresentaram menor severidade da doensa. Isso pode ser
atribuido a produs@o de metablitos pela 1linhagem T4 e com
menor destaque por IR, em quantidades suficientes no 8016 e
posterior difus®o dos mesmos no solo, uma vez que estas
linhagens foram as melhores no teste de antibiose. Mas T30 n3o
se destacou na produsZo de metabilitos "in vitro”, entretanto

apresentou resultados semelhantes ao T4 em confrontagZo com o
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patégeno, assim a sua eficiéncia em controlar o patégeno
ocorreu provavelmente por outro mecanismo, ou seja a
competisZo.

Embora tenha sido verificado que 7. flavus reduz a
populacz®o de microesclerddios viidveis de V. dahliae em condisZo
de campo ( FRAVEL , 1984) e a producio de metab®litos tenha

explicado em parte esta redus®o, observamos que as linhagens

podem diferir, quanto ao mecanismo mais importante no controle.

4.2.2 .Teste de antagonismo II. Infestas3o com V. dahliae

em solo nZo esterilizado.

Pode—-se observar pela Tabela 6 que a severidade
da doenca nesse ensaio foi menor que a do ensaio anterior.
Provavelmente isto pode ter ocorrido devido & competig¢Zo tanto
do antagonista quanto do patégeno com a microbiota naturalmente
existente no solo.

As linhagem IG e T4 produziram efeitos que
resultaram na menor severidade da doensa(Tabela 6).

0O tratamento quimico nZo foi eficiente no controle
da doen;a;vpois n2o foi diferente da testemunha inoculéda.

Atribuiu-se o sucesso do biocontrole neste ensaio a
presensa de antagonistas no solo, pois as linhagens
ensaiadas foram capazes de colonizar raizes do hospedeiro e

foram detectadas no s8olo por ocasio da avaliag3o do

experimento.
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Os antagonistas que apresentaram maior porcentagem
de inibic3io no teste de antibiose foram também melhores neste
bioensaio(Tabela 3 e 6 ).

Pode-se observar que a linhagem T4 apresentou a
melhor redusio da severidade da doen;a tanto em solo
esterilizado como em solo nio esterilizado, o que pode ser
devido 2 produs@o de metab®litos e boa competitividade da

linhagem no solo e na rizosfera (Figura 1).

Tabela 6 .Severidade de doensas na interasio entre Talaromyces

flavus e Verticillium dahliae em solo natural( nzZo

esterilizado).
Tratamentos notas 5% 19
T30 1.56811 a A
Benomy1 1.5811 a A
Testemunha(incocculada) 1.5811 a A
T22 1.5254 a AB
IK 1.2247 ab AB
IR 1.0521 be BC
testemunha(sem inoc.) 1.0521 be BC
T4 0. 70714 c C
IaG 0. 7071 c C

médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel
de sBigniflcancia indicado.pelo teste de Tukey.

D.M.S. 5%= 0.41389 D.M.S.1%= 0.50723
1-Escala: ® = plantas sadias

1

plantas sadias mas com descoloras®o no xilema
2 = clorose, definhadas e parcialmente com
descolorasfo no xilema.

3 = plantas murchas e/ou mortas
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" 4
g dahl'ae + Talaromyc€S: i

e - - —
VERTICI | up DAHLIAE

Figura 1. Severidade de doensas na interasZo da linhagem
de Talaromyces T4 com Verticillium dahliae. a) V. dahliae

b) V. dahliae + Talaromyces TA4.
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4.2_.3. Influencia da interasZo entre T. flavus e V.

dahliae no desenvolvimento de plantas em solo natural.

A linhagem T4 foi capaz de favorecer o crescimento da

cultivar de berinjela (EMBU) .

TABELA 7.Influéncia entre Talaromyces flavus e Verticillium

dahliae no desenvolvimento de Solanum melongena L.

Linhagens Peso de matéria seca (g) Altura
P. a¢rea Raiz

T4 90,7200 A 1,2658 A 11,7500 A

IR 90,2626 B 90,2626 B 90,4358 BC
T30 90,2041 B 90,2133 C 5,6660 C

IK 90,2600 B 90,4258 BC 77,5410 BC
IG 90,5026 AB 90,7250 B 8,7910 B

T22 90,1291 B 90,2016 C 66,4580 BC
Benomyl 90,2925 B 90,4100 BC 6,1660 BC
Testemunha 90,1833 B 90,2966 C 6,1660 BC
Branco 90,3325 AB 90,3875 BC 6,0300 BC

Médias seguidas de mesma letra nZo diferem entre si ao nivel
de 1¥ de probabilidade pelo teste de Tukey.

D.M.S. raiz= 0,43958
D.M.S.P.a¢rea= 0,42211
D.M.S altura= 5,0959
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Pode-se verificar que as plantas cresceram melhor
com a linhagem T4. Provavelmente deve ter ocorrido uma
interacZo ben=fica entre esta linhagem e a microflora existente
no solo. As interasdes entre outras linhagens e o patdégeno nZo
resultaram em efeito no crescimento da planta hospedeira.

A promos3ao de crescimento de plantas por bactérias

ou fungos (BROWN, 1974a,1974b) pode envolver: a) Controle de
patégenos secundirios da rizosfera(BROADBENT et al, 1977;ELAD
et al,1987, KLOEPPER & SCHROT, 1981, SUSLOW & SCHROTH, 1982);

b)ProdusZo de horm®nios (BAKER et al,1984; CHANG et al,
1986,WINDHAN et al, 1986). c)Produs3o de vitaminas ou
conversio de materiais em formas tUteis a planta (BARBER &
LYNCH, 1977; BROWN, 1974a) d) Liberasio de nutrientes do solo
ou matéria organica (BARBER & LYNCH, 1977; BROWN, 1974a)
e)Aumento da translocasZo de minerais (BROWN, 1974a)
Provavelmente a interac3Zo com V. dahliae afeta a
planta hospedeira via mais de um desses mecanismos . A
compreensio dos mesmos pode servir para a otimizasZo do uso de
\fungos em induzir crescimento em vArias culturas, e como

agente do controle bioldgico.

4_3.Crescimento em BDA.
As linhagens de T. flavus crescidas por 14 dias sob 1luz
continua a 25°C apresentaram diferencas significativas quanto

ao crescimento e esporulasio em meio BDA (Tabela 8).

A linhagem T4 ¢ a de maior crescimento enquanto que
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IG apresenta a maior esporulas3o dentre todas as linhagens

utilizadas.

Tabela 8.Crescimento (cm) e esporulagio de 6 linhagens

de Talaromyces flavus em meio BDA.

linhagem crescimento Esporulag3o (x10 esporos~ml)
T4 8.00. A 0. 7?7350 B

IG 6.00 B 10. 000 A

T33O 4. 90 C 8.000 B

IK 3.76 D 1.750 B

IR 3.30 D 0.875 B

T22 2.20 E 2.41425 B

Médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si ao nfivel de

1¥ de probabilidade pelo teste de Tukey.

D.M.S.1%¥ crescimento= 0,79430 D.M.S.1¥ esporulas3o=2.3727

Estas duas 1linhagens apresentaram os melhores
controles de Verticillium em solo nio esterilizado, sendo que
T4 provavelmente produziu antibidticos, produtos do metabolismo
secunddrio, mais rapidamente gque as demais linhagens devido ao
rapido crescimento. A linhagem IG, embora apresentando um menor
crescimento, mostrou maior esporulas®o, estes dois fatores
poderiam ’ﬁer contribuido para uma rapida produg3 o de
metab¢litos secundirios, e competicZo em solo natural,
contribuindo para o controle da doensa e crescimento de mudas

de berinjela.
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4.4 _Produs2o de micélio de T. flavus.
O meio glucose levedura de indiustria destacou-se na
produsio de matéria seca e glucose milhocina foi o que deu

maior esporulasio(Tabela 9).

Tabela 9 . Produs@o de mice¢lio seco pela 1linhagem Ik de

Talaromyces flavus em meios sint¢ticos e constituidos de

resi duos industriais.

MEIOS DE CULTURA PESO DE MATERIA SECA ESPORULACAO
L+ G/ io00ml ( ¥ 5 X 10 ESPOROS . ml}

G.L. INDUSTRIA 0 ,9267 A 2,50 B

G. MILHOCINA O ,6400 B 136,00 A

M. MILHOCINA O ,59067 BC 6,00 B

M. D. PEPTONA O ,40067 BCD 2,00 B

d.N. AMONIO 00,3833 CDE o,?5 B

S.N.SoD1O o ,3133 DE o,00 B

SABOURAUD O ,30067 DE 2 ,00 B

EXT.L .D. PEPTONA o ,2300 DE 0,00 B

B. D. 0 ,1200 0,50 B

Médias seguidas da mesma letra nZo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 1% de probabilidade

D.M.S.1%= 0.2664

Desvio padrao=0.0930 Erro padrZo da m&dia= 0.05337

Média geral= 0.4348 Coeficiente de varias3o= 21.40

- G= glucose I~=levedura M=melaso D=dextrose
N=nitrato S=sucrose Ext=extrato B=batata
4.5 .0Otimizas3o da produsxo de propagulos
O interesse em estudar a otimizacZo de produsio de
prop4agulos esti2 na utilizac3o deste em formulas@Ses. Conidios e
mic2lio podem ser usados em conjunto ou separadamente e

posteriormente aplicados ao solo.
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0Os resultados mostram (Tabela 9) melhor produsZo de
materia seca em meio de glucose levedura de indistria, e
esporulasio no meio glucose milhocina.

Os resultados na Tabela 10 mostram que o pH tem
efeito na produs3o de mic¢lio seco por T. flavus ( linhagem
IK) sendo que a partir de 72 horas de crescimento houve

diferensa significativa.

Tabela 10 .Efeito de pH no crescimento e produs;3io de mic#lio

seco de Talaromyces flavus em glucose - milhocina.

TEMPO DE PESO DE MICELIO SECO
CRESCIMENTO
e mmmmmmmmmmmmmmmmm e BHOZ4.0 - PHO=G6.0 -
24 0.1067 C a 0.0467 C a
40 0.0800 ¢ a 0.0800 C a
72 0.3833 ¢ b 0.1483 Bca
©6 0.3967 B b 0.2633 Ba
120 0.6533 A b 0.2667 Ba
144 0.6500 A b 0.4733 Aa

- = - - - = = = = — - = = = = = = = - = = - - - - = - - = = = = = e S Sm em em m em w v = e e =

Média geralydo ensaio= 0.2911

Desvio padr2o=0.0772

Coeficiente de varias3o=26.5157

D.M.5.1%= 0.1948 para comparasio de tempo dentro de pH
D.M.S5.1%= 0.1301 para comparasZo de pH dentro de tempo de
crescimento.

Médias seéﬁidas de mesma letra maiuscula nZo deferem entre si
a nivel de 1% para comparas3io de tempos de crescimento.

Médias seguidas de mesma letra minuscula nio deferem entre si
a nivel de 1% para comparas2o de pH dentro de cada tempo de

crescimento.
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Os resultados mostram que houve efeito de pH no
crescimento de T. flavus sendo que o pHb=4,0 permitiu maior

crescimento.

4.6. Extracio de metabclitos.

O8 efeitos exercidos pelos metab&litos foram
varidveis de acordo com as linhagens ensaiadas e entre os
patégenos, mostrando gque podem ocorrer tanto diferencas
quantitativas como qualitativas(Tabela 11).

Esses metab®litos s3io termolibeis com ponto de
fusio T4=22,8212 e IK= 21,77418(Determinado no laboratério de
qui mica anali tica do CNPMA\EMBRAPA), fez—-se necessiria a sua
conservasc3o sob refrigerac®o. Principalmente devido a essa
termolabilidade, PROKSA et al. (1992) estudaram a
estabilizasio de uma das molé¢culas, o &cido 2-metil sorbico,
através de bromoderivados.

As medidas de controle recomendadas para o combate
de patégenos de solo, em varias culturas, como inundagZo de
terrenos infestados , rotasZo de culturas, aplicas2o de
fungicidas e uso de variedades resistentes nZo s83io muito
eficientes quando estzo presentes formas de resisténcia como
esclercdios(GROGAN, 1979; BARROS,1988). Assim , um método
alternativo de controle seria o uso de linhagens de T. flavus
com caracteri sticas de boa produ;3o de antibi¢ticos e enzimas

de amplo espectro de as2o.
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Tabela 11 . Espectro de as3o de metabdlitos de Talaromyces
flavus IK e T4 na inibigsdo do crescimento micelial de 6

isolados de fungos patogénicos.

inibicao de crescimento micelial (¥)

FatBenos Ik TR
Sclerotium rolfsii 21.73 bA 52.25 aA
Fusarium solani (pep) 16. 00 aAB 49. 11 aB
Verticillium dahliae 13.39 bAB 23.27 cA
Rhizoctonia solani G. 44 bBC 23.19 aB
Sclerotinia sclerotiorum 5. 03 bac 20. 68 B
Fusarium solani fsp phaseoli 0.00 bec 20. 50 aB

Médias seguidas de mesma letra mai uscula nio diferem entre si,

para comparasio entre patdgenos dentro de Talaromyces.

Médias seguidas da mesma letra mimiscula nfo diferem entre si

para comparasio de Talaromyces dentro de patdgenos.

D.M.S.1%= 13.32022

Além da inibigZo de crescimento micelial, foi
estudada tambem a porcentagem de inibicZo de S. rolfsii por
metabdlitos téxicos das linhagens IK e T4 de T. flavus (
Tabela 28).
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Tabela 12 Porcentagem de inibizZo da germinagZo de escler<dios
de Sclerotium rolfsii por metab®litos das linhagens de

Talaromyces flavus IK e T4

Concentragdo germinagcBo de_S. rolfsii (X)
de metabolites T4 IX acetato de etila
100.0 % o.o0 0.0 100.0
S50. 0 9% 0.0 0.0 100.0
10.0 % 0.0 0.0 100. 0
1.0 % 0.0 100.0 100.0
Oo. 1 9% 100. 0 100. 0 100, 0
0.0 % 100. 0 100. 0 100.0

A principal forma de atuasZo de T. flavus na inibigZo de
outros fungos ¢ por meio da produsZo de metabélitos(FAHIMA &
HENIS (1992) citados por MADI et al.,1992.

Sabe-se que nio bhA evidéncias de que os
antibiéticos sejam produzidos no solo em quantidades
suficientes para induzir resultados efetivos no controle
biolégico de fitopatdgenos ( PAPAVIZAS , 1987). Entretanto uma
vez que houve controle efetivo pelas linhagens T4,IG e IR, os
antibiéticos e enzimas podem estar sendo produzidos em
quantidades suficientes para se tornarem efetivas conjuntamente
com o mecanismo de competisZo.

Muitas linhagens de T. flavus produzem antibié¢ticos
ativos contra uma certa faixa de fungos do solo. T. flavus tem
sido efetivo contra Sclerotinia sclerotiorum (MACLAREN et al.
»1986), Rhizoctonia solani (BOOSALIS,1956) , Sclerotium
rolfsii ( MADI & HENIS, 1989), e na murcha de Verticillium em
tomate, berinjela e batata ( DAVISET et al.,1986; DUTTA, 1981;
FRAVEL et al.,1986; MAROIS et al. , 1982).

Muitas questdes permanecem sem respostas sobre a
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natureza dos metabSlitos antifingicos produzidos por T. flavus
e sua atuas3o no biocontrole. HA uma aparente necessidade de
estudos interdisciplinares envolvendo microbiologistas e a
quimica de produtos naturais entre outras. Um esforgo para
caracterizar metabélitos de linhagens promissoras, em agente de
controle biolégico € necessirio. A questio se estes metabdlitos
sXo produzidos, e se sua atividade ocorre in vivo ou nio, tem
sido um desafio. Uma vez que os metabblitos antifingicos de T.
flavus (IG e IR) e T4 foram efetivos para a atividade de
biocontrole, o conjunto de moléculas ativas produzidas por
estas espeécies poderia propiciar um modelo de sintese de
melhores fungicidas. Posteriormente, estes metabslitos
poderiam ser selecionados para outras atividades biol&égicas,

isto ¢, como reguladores de crescimento, e agentes fungicidas.

4.7 Determinasio de meios semi seletivos para T. flavus

Sensibilidade de T. flavus 2 fungicidas

Para cercobin, dicloran, carbedanzim,
benomyl,chlorothalonil ocorreu 100 ¥ de redus3io no crescimento
das linhagens a partir de 10,0 ppm. Como ¢ mais interessante a
seles3o de fungicidas que ocasionem menor porcentagem de
inibig3o,foram selecionados iqueles que permitiram porcentagem
de inibic3Zo menor que 45 %... Assim dodine, propiconazole,
sportak, R. bengal, dicloran , iprodione, benomyl, foram
ensaiados para sensibilidade de fungos isolados de 8olo (

Tabela 32) , nas concentractes 1.0 ppm; 1.0 ppm; 10.0ppm ;0.1



ppm; 0.1 ppm ;

Tabela 13

fungicidas.

0.1 ppm ;

.Sensibilidade

0.1 ppm ,respectivamente.

de linhagens de Talaromyces flavus
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for

Fungicida _ Dose (ppm)
0.1 1.0 10.0 100. O
Benomyl 25,4870 bR 100,0000 acA 100,0000 aA 4100,0000 aA
Chlorothalonil 57.1053 bA 100,0000 QA 100,0000 aA 100,0000 AaA
Dicloran 14,0191 cC 25,0000 bC 100,0000 aA 100,0000 cA
Iprodione 16,6114 cBC 60,0000 bB 84,6099 aB 83,6786 cB
Sportak 16,6114 cBC 17,5878 cC 33,3330 bB &92,99098 o
Dodine 00,0000 cD 0,00000 cD 30,0000 D 66,7590 aC
Rosa Bengal 18,1606 cBC 25,7619 cC 50,9608 C 73.537¢ acC
Propiconazole 23,9151 cB 28.70680 cC 58,8506 aC 26,5240 bD
Médias seguidas de mesma letra minuscula nZo diferem entre si
para comparasio de dose dentro de fungicidas ( teste de Tukey a
1%).
Médias seguidas de mesma letra maitsculla nEo diferem entre si

para comparasio de fungicidas dentro de concentrasZo ( teste de
Tukey a 1%)
D.M.S.1%= 6.38906 (para comparas3o de doses dentro de
fungicidas)

D.M.S.1%= 7.27163(

dentro de dosea)

Para comparasZo de medias de fungicidas

O critério para selesio de fungicidas foi baseado
na sensibilidade diferenciada entre 1linhagens de fungos
isolados de solo e de Talaromyces, 8endo interessante a n3o

inibi¢3o de Talaromyces mas sim , inibi¢3io dos fungos de solo.

Desta maneira propiconazole, benomyl e Sportak foram utilizados
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para compor o meio semi seletivo.

A contagem de ufc mostrou que o numero foi
superior no meio formulado através de reagio de sensibilidade a
fungicidas comparada ao utilizado por MAROIS et al.,(1984)
por ocasizo da avaliag2o da habilidade de T. flavus em

colonizar a rizosfera e sua interaszZo com V. dahliae.

Tabela 14 .Sensibilidade de 4 especies de fungos isolados de

solo 2 cinco fungicidas .

Eungicida % de reducac de crescimento cm

Trichoderma Rhizoctonia Talaromyces Penicillium
DODINE 0,0000 bC 0,0000 bA 57,7339 aE 0,0000 bD
R. BENGAL 00,0000 bgc 00,0000 bA 35,5454 abD 00,0000 bD
ROVRAL 00,0000 bC 00,0000 bA 55, 49099 aB 00,0000 bD
DICLORAN 0,0000 bcC 0,0000 baA 50,0000 acC 0,0000 bD
PROPI. 44,4270 aB 0,0000 cA 33,3298 bE 88,9229 bcC
BENOMYL 0,0000 cC 00,0000 cA 27,7669 bF 82,6743 aB
SPORTAK 100,0000 cA 0,0000 cA 61,1099 bA 100,0000 A

Médias seguidas da mesma letra mait'scula n2o diferem entre si
para comparasao entre fungicidas dentro de espécies de fungos

isolados de solo ( teste de Tukey a 1%)

Médias seguidas de mesma letra mintscula nZo diferem entre si
para comparas2o de espécies dentro de fungicidas ( teste de

Tukey a 1%).

O principio de inibiszZo seletiva ( TSAO, 1979) foi
utilizado para desenvolver este meio semi s8seletivo. O alto
nivel de fungicidas propiconazole, benomyl e sportak tolerado

pela linhagen de T. flavus justificaram seu uso como
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ingredientes do meio semi seletivo.

O desenvolvimento de um meio semi s8eletivo ¢
importante para restringir o rapido crescimento da microflora
natural do solo. T. flavus ¢ isolado comumente com outros
fungos de 8o0lo por ocasiio da avaliasio da populasZo do
antagonista e do patégeno.

Quando os fungicidas sZo usados em combinasZo, pode

ocorrer sinergismo ou antagonismo entre certos compostos

prevenindo o sucesso da quantificasio e monitoramento de
organismos desejiveis ( TSAO, 1970). Um exemplo de sinergismo
pode ser exemplificado com rosa bengal e benodanil onde h%
necessidade da redusio da concentrasio deste ultimo, pois o
composto torna-se mais inibitério quando em conjunto com o rosa
bengal.

Embora as possi veis combinacSes nZo tenham sido
avaliadas, o meio determinado permitiu melhor monitoramento da
linhagem IK se comparado ao meio de T. flavus de

MAROIS et al.,1984.

4_8_Encapsulasio de conidios de T. flavus.

o]
C, os

Dentro das condisSes de armazenamento 2 4
parametros avaliados n2o diferiram entre si 2 nivel de 1% de
probabili&éde. Em temperatura ambiente , houve diferencas a
partir do 5°més de armazenamento, entre os polimeros de alginato
e pectina, quando o propidgulo utilizado foi o esporo.

Una vez que o0 efeito exercido pelos tipos de

polimero foram semelhantes entre si, quando utilizou-se micé¢lio

ou micelio mais esporos, como propigulo, a pectina extraida da
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polpa da laranja pode ser utilizada em detrimento do alginato.

4.9. Caracterizas3o das linhagens de 7. flavus

4.9.1.Caracterizagdo citoldgica.

Foram analisadas 50 conidios de cada bi¢tipo.
Linhagens com esporos uninucleados constituemum material
propi cio para futuros estudos gen¢ticos , uma vez que a
obtens2o e selesio de mutantes ¢ facilitada a partir de
coni dios e ascosporos uninucleados (Figs. 2 e 3).

O tamanho dos ascosporos (3,00 a 4,00 vm)

estid de acordo com o descrito por STOLK & SAMSOM (1972). Os
esporos de T4 s3o0 menores que o descrito (2,2-3,5vm) T30, IK e

IR apresentam dimenseSes em concordincia com a literatura..



TABELA 15. Tamanho de coni dios, ascosporos e frequ®ncia de

nicleos por conidios e ascosporos de linhagens de

Talaromyces flavus (M4dia de 50 coni dios ).

Conidios (vm)

Ascosporos
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-

Linhagens F% Fx
comprimento Largura Comprimento Largura
T4 1,016 1,024 — —— —— e
T22 —_— —_—  —— 3,054 2,502 100
T30 2,030 1,050 100 3,024 2,024 100
IK 2,012 1,082 100 3,012 2,010 100
IG 2,497 1,077 100 3,024 2,008 100
IR 2,030 1,498 100 3,012 2,030 100

FX¥= Frequ®ncia de conf{dios e ascosporos uninucleados
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Fig.2. Ascosporos de linhagens de Talaromyces flavus coloridos
pelo mtodo de Tanaka et al(1979). Objetiva de 100 x (contraste
de fase). (a)-IK; (b)-IG (c)-IR; (d)-T30- ascos com
ascosporos uninucleados em tetrade( 8 ascoporos); (e) T22;

(£)-T3e0.



78

Fig.3.Conidios de linhagens de Talaromyces flavus coloridos
pelo mtodo de Tanaka et.al.(1979). (a)- T4; (b)-IK- objetiva
de 45 x- coni dios uninucleados; (c)- IR- objetiva de 100 x
-conidios uninucleados; (d)-IG-conidios uninucleados; (e)

T30-conidios uninucleados; (f)-cleistotécio de T22.
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4.9.2. Caracterizas3o eletroforé¢tica das linhagens de T. flavus

De acordo com a Fig.6, pode—-se identificar a presenga de ¢
e 3 esterases em todos os bistipos analisados,
caracterizando-os quanto a produsZo desta enzima. No entanto,
foram detectadas diferengas no nimero e posigao das bandas
indicando uma variabilidade entre as linhagens. Identificou-se
tambem, a presensa de bandas diferentes para os novos bidtipos

obtidos a partir da linhagem Ik para os padrdes de esterase

Figura.4.Caracterizas3ao eletroforetica de Talaromyces flavus

para padrZo de esterase.
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5. CONCLUSBES

A interasZo entre Talaromyces flavus e T4 em Vertici-
l1lium dahliae permitiu maior desenvolvimento de plantas de be-
rinjela em comparasZo a testemunha inoculada somente com o
patdgeno.

T. flavus produzem metab®litos té$xicos capazes de

inibir o crescimento micelial dos fungos Sclerotinia sclerotio-—
rum, Sclerotium rolfsii, Fusarium solani e Rhizoctonia solani.

Coni dios e ascosporos do fungo T.flavus sio
uninucleados e apresentam padrdes diferenciais para esterase
para as diferentes linhagens, assim como apresentam
caracteri sticas promissoras para efetuar o melhoramento
genético.

O meio glucose milhocina propiciou maior produszo
massal de mic¢lio e esporulasZo de T.flavus, sendo que o melhor
pH para o meio de cultura foi 4.

A pectina ci trica pode ser utilizada como polimero
em substitui¢Zo a alginato de s5dio e mic2lio de T. flavus (IK)

como propagulo.
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Tabela 1. Valores e significincia do QM e Cv da
porcentagem de colonizagio de Talaromyces flavus contra

Verticillium dahliae.

Causas de variasao GL QM
% de colonizas&o 5 1007 .4673389%x%
Resi duo 12 15.540020
Total 17

Valores transformados das observas;Zes segundo Arc. sen da raiz
de x\100
Média geral = 63.76473

Coeficiente de variasZo=6.183%
*% gignificativo a nivel de 1% de probabilidade

Tabela 2 .Valores e significincia de QM e CV do teste de
antibiose de linhagens de Talaromyces flavus contra

Verticillium dahliae.

C. variasZo G.L. Q.M.

Blocos 3 0.5566

Tratamentos 6 4425.2852 X

Resi duos 18 0.7575

Total 27

Desvio Padrizo = 0.8703 Erro padrio da m&dia= 0.4352

Média geral= 28.3389 Coeficiente de variaco= 3.07
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Tabela 3 . Valores e significancia de QM e CV da interasXo
entre Talaromyces flavus e Verticillium dahliae em condicZo de

casa de vegetasio em 80lo esterilizado ( m&dia de trés

repetigSes)
Causa de variac3o GL QM
Blocos 2 0.1901
Tratamentos 7 2.4103
Resi duo 14 0.0711
Total 23

Severidade de doensas
Desvio padrzo=0.2666 Erro padrio da media=0.1539

media geral=1.5521 coeficiente de variasio=17.17

Tabela 4 .Valores e significincia de QM e CV. de severidade de

doensa na interasio Talaromyces flavus e V. dahliae.

Causas de varias3o GL QM
Tratamento 8 0.4001 *xx
Resi duo 18 0.0208
Total 26

Valores transformados de m¢dias de tr¢s repetises em RAIZ(X +
0.5)
mdia geral= 1.223585

Coeficiente de variagZo= 11,809%
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Tabela 5 .Valores e significincia de QM e CV do efeito da

interagZo de Talaromyces flavus x Werticillium dahliae no

crescimento de plantas de berinjela (

Solanum melongena)

Causas de variac3o GL

QM
Tratamentos 8 10.99385 *x
Resi duo 18 0.5959163
Total 26

Média geral=7.4228

Coeficiente de varias3o=10.40%

Tabela 6 .Valores e significincia de QM e CV do efeito de

Talaromyces flavus no controle de

Berinjela (Solanum melongena)

Verticillium dahliae em

causas de varias3o GL QM
Tratamento 8 0.1004527 *xx
Residuo 18 0.0144601
Total 26

Dados de peso seco de raiz
Média geral=0.321770

Coeficiente de variasZo= 37.371%
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Tabela 7 . Valores e significincia de QM e CV do efeito de

Talaromyces flavus no controle de Verticillium dahliae em
berinjela .

Causas de varias3o GL QM

Tratamento 8 0.3292121 *x
Resi duo 18 0.90156819

Total 26

Média geral= 0.484630

Coeficiente de variaszo=25.840%

Tabela 8 . Valores e significAncia de QM e CV da esporulac3o

de Talaromyces flavus em BDA. (Média de 8 repeticSes)

causa de varias3o i GL QM
Esporulas3o 5 97 .3833 xx
Residuo 42 - 1.7321
Total ' 47

Média geral= 3.08333
Coeficiente de variaszo=42,685%

*% Significativo a nivel de 1%¥ pelo teste F.
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Tabela 9 . Valores e significincia de QM e CV do crescimento

de Talaromyces flavus em BDA. Média de 3 repetisSes)

Causas de variac3o : GL QM
Crescimento 5 13.02055 *xx
Resi duo 12 0.0838882
Total 17

Média geral=4.694445
Coeficiente de variasZo=6.170%

¥k Significativo a nivel de 1%¥ pelo teste de F.
Dados originais cm.

Tabela 10.Valores e significincia do QM e CV da produsZo de

micelio em meios sintéticos e contituidos de resi duos

industriais.
cv GL QM
TRATAMENTOS 8 0.1822
RESIDUOS 18 0.0088
TOTAL , 26
DESVIO PADRAO= 0.0940 MEDIA GERAL-= 0.4359

ERRO PADRAO DA MEDIA=0.0543
COEFICIENTE DE VARIAGAO0=21.57
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Tabela 11. Valores e significincias do QM e CV da esporulasz3o

de T. flavus em meios semi sintéticos e constituidos de res{ duos

industriais.

CAUSA DE VARIACZO GL QM
TRATAMENTO 8 8027 ,6944 Xx
RESI DUO 27 7.1389
TOTAL 35

DESVIO PADRAO =2.6714

MEDIA GERAL=16.6389

ERRO PARAO DA MEDIA= 1.3359
COEFICIENTE DE VARIACA0=16.06

Tabela 12 .Valores e significancia de QM e CV do efeito de pH
inicial no crescimento e produsZo de micelio seco de

Talaromyces flavus em glucose milhocina.

C.Variag3o GL QM
Tempo de cresc. 5 0.2469 *x%
pH inicial 1 0.2739 ¥x%
T.cresc.x pH ini. 5 0.0239 *x
Tratamento 11 0.1480

Resi duo 24 0.0060

Média geral do ensaio= 0.2911

Desvio padr3io= 0.0772 CV=26.5157
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Tabela 13.Valores e Significincia do QM e CV da asZo de

metabblitos de T.

flavus contra PatSgenos de solo.

Causa de varias3o GL QM
Talaromyces 1 5250 .71064 *xx
patégenos 5 863.95191 *x
Tal. x Patdgenos 5 278.27289 *xx
Resi duo 36 26 .6346207
Total 47

Media geral =21.043541

Coeficiente de variagZo= 24.525%

Tabela 14. Valores e significincia do QM e CV da sensibilidade

de linhagens de Talaromyces flavus 2 PFungicidas.

Causa de variacszo GL QM

Dose 3 6446.326954 *x
Pungicida T 12106.75181 %%
Fungicida x Dose 21 797.57652 *x
Resi duo 96 8.027502
Total 127

Media geral=49.4672747

Coeficiente de wvariagZo=5.728%

Valores transformados em arco seno da raiz x\100, média de 4

repeticSes obtidas por meio de ¥ da redusio de crescimento.
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Tabela 15 . Valores e significincia do QM e CV da sensibilidade

de fungos isolados de solo a fungicidas.

Causas de variasZ®o GL QM
Fungos 3 5016.9764 *x
Fungicidas 6 8064.4267 *x
Fungos*Fungicidas 18 1922 .3091 *x
Resi duo 84 0.0000 *xx
Total 111

Média geral = 21.659868 Coeficiente de variagsio
=0 .0000% *k Significancia ao nivel de 1¥ pelo teste F.

Dados originais.

Tabela 16 . Valores de Qm e CV dos efeitos de meio
determinado atraves de sensibilidade a fungicidas e

comparada ao meio semi seletivo de T. flavus(MAROIS et

al.,1984)

Causas de variagZo GL oM
Antagonistas 2 10329, 500%x
Meio semi seletivo 1 522 .666 *
Ant¥Meio 2 38.1666
Resi duo 18 98.9166
Total 23

Média geral= 54.25
Coeficiente de varias®o=18.333%
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Tabela 17. Valores e significincia de QM e CV da viabilidade

das formulas@es de linhagens de Talaromyces flavus (IK).

Causas de variacZo GL QM
Tempo 5 44 0277
Armazenamento 1 56.2500
Propagulo 2 63.1944
Polimero 1 84.0277
Pol*Prop*Arm¥Tempo 10 39.5833 *x
Pol*Prop 2 63.1944
Prop*Tempo 10 30 .6944 xx
Res< duo 112 13.8392
Total 143

Média Geral= 99.236115

Coeficiente de variasZo= 3.749%





