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CONTROLE BIOI.l>GICO DE VerticilliUIJl dahliae E PROPRIEDADES 

CITOLõGICAS, FISIOIPGICAS E ANTAGONICAS DO MICOPARASITA 

Talaro111Yces flavus. 

AUTORA: ERI SATO SAITO 

ORIENTADOR: PROF. DR. J()AO D'.ICIO DE AZEVEDO 

RESUMO 

O presente trabalho teve como objetivo estudar 

propriedades citológicas, fisiológicas e antas:,nicaa do fungo 

Talaro111Yces flavus no controle de VerticilliUIJl dahliae. Para 

tanto, foram realizados testes in vi tro e 1n vivo; aele;:ã'. o de 

meio de cultura para produ;:ã'.o de micélio e esporos em meios 

sintéticos e constituí dos de resi duos industriais; otimização 

da produ;::à".o de propágulos em meio selecionado; determinaçã'.o do 

espectro de ação de meta� li toa de T. flavus à pat6genos de 

solo; determinação de meio semi seletivo; encapaulação de 

propágulos em fornmlaç:à".o granulada e caracteriza.ç:ã":o das 

linhagens. 

As linha.gene T4 e IG foram eficientes na redu;:ão da 

doença, sendo que a aasocia;:�o T4 x VerticilliUIJl dahliae 

apresentou efeito positivo no crescimento das plantas. 

Metab6litos produzidos pelas linhagens IK e T4 inibiram 

pat6genos de solo, sendo que a linhagem T4 apresentou maior 

porcentagem de inibição. O meio glucose milhocina possibilitou 

maior produção de micélio seco e esporos. O meio de cultura 

determinado através de sensibilidade a fungicidas permitiu 



melhor recuperaçã'.o do antagonista que o meio 

determinado. A pectina ci trica pode ser 

de cultura 

utilizada 

2 

pré 

em

substituição a alginato de s:idio como poli mero, e o micélio é 

um propágulo adequado a formulação granulada. 
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Biological control of VerticilliWII dahliae and citological� 

fisiological and antagonic properties of TalaroIDYces flavus. 

AUTHOR: ERI SATO SAITO 

ADVISER: DR. J�O WCIO DE AZEVEDO 

SUMMARY 

The objective of the preaent research waa to atudy 

citological, fiaiological and antagonic propertiea of 

Talaromyces flavus in the biocontrol of VerticilllUlll dabliae. 

The following related pointa 

TalaroIDYces flavus againat 

were conaidered: antagoniam of 

VerticilliUlll dahliae . kleb in 

aubergine in vitro and in vivo; experimental triala for maaa 

production; improvement of biomaaa production; performance 

teating of metabolite produced by T. flavus of other aoil borne 

fungi; determination of a semi aeletive medium and 

of the candidate atrain. For the diaeaae control 

formulation 

T4 and IG 

straina were the beat, among thoae teated, and the asaociation 

T4 X Vertici111Ulll dahliae showed a positive effect on the 

growth of the planta.Metabolites produced by atraina IK and T4 

inhibited aoil borne fungi . T4 waa the best among the strains 

teated. The media glucose- corn liquor ahowed to be the beat 

one for bioma.aa and conidia production. The semi seletive media 

were adequate for quantification of the antagonista. The citrus 

pectin can be used as substituta of aodium alginate polimer, 

and the micelia of T. flavus was adequate for formulation. 
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1. INTRODU;ÃO

Embora o controle biológico de microrganismos 

pat6genos de plantas ocorra naturalmente e sendo 

casos, uma das principais razões de certos 

., em muitos 

pat6genos não 

causarem grandes epidemias, ainda não há conhecimento 

suficiente para explicar como este controle opera na natureza 

. Também não se conhece o bastante para que os muitos fatores 

abi6ticos e bióticos possam ser manipulados para controlar 

economicamente um pat6geno. 

A introdução de microrganismos antagonistas no 

ecossistema é um Détodo alternativo de controlar muitas 

doenças de raiz, folhas e frutos. Talaro11JYces flavus ( Klocker) 

Stolk & Samaom (Teliomorfo de PenicilliUlll ve.rmi.culatU/ll 

Dangeard) tem sido utilizado como antagonista de VerticilliWD 

dahliae e Sclerotinia sclerotiorum (MAROIS et al ., 1984;5PINK & 

ROWE, 1989). Este fungo coloniza a rizosfera de batata .,

algod§'.o ., e berinjela reduzindo a formaç�o, germina.çã'.o e 

crescimento de microescler6dios de V. dabliae e escleródios de 

S. sclerotiorUlll, atraVés de parasitismo e liberaçã'.o de 

metabólitos extracelulares (KIM et al., 1988). 

Apesar de existirem estudos de biocontrole com 

este antagonista sob vários aspectos incluindo os ecológicos 

e fisiológicos, poucos são os estudos de caracteriza;ão 

genética ., fermentação e formulação para uso no controle 

biol6gico. 
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O presente trabalho teve por objetivos: 

1.CaracterizaÇão citológica e por eletroforese das linhagens 

de T. flavus ;2.Avaliar a capacidade hiperpara.si tica de T. 

flavus á V. dahliae; 

crescimento e esporulação 

propá.gulos para utilização 

solo. 

a.Desenvolver meios de cultura para

de T. flavus; 4.Encapsula;:ão de 

em controle de fitopat6genos de 



2.REVISÃO DE LITERATURA

2.1.Controle Biológico De Doen;:as De Plantas 

6 

O principal objetivo do controle biológico é o de 

manter, por meio do emprego de certas práticas e da introdu:;ão 

de uma biomassa de antagonistas, todo o agroecossistema em 

perfeito equilíbrio constitui do pelo hospedeiro cultivado 

junto com o pat6geno e os organismos úteis. Tais niveis de 

equili brio poderão ser alca.Dyados por meio da elaboracão de um 

sistema integrado de produção, com destaque no controle 

biológico, 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 biológico 

de fitopatógenos como a redu;ão da soma de iJPculo ou das 

atividades determinantes da doen:;:a provocada por um pat6geno, 

realizado por, ou através de, um ou mais organismos, exceto o 

homem. 

Como mecanismos controladores eatlío: a)Uso de 

individuas ou populaçeies �o patogênicas ou hipopatogênicas 

dentro de espécies patogênicas atuando na destruição de 

propágulo dos pat6genos ou, por desalojamento de saprófitas em 

resi duos de cultura infestados ou mesmo lesões. A principal 

função é reduzir a virulência e agressividade do patógeno; 

b)Manipulação da planta hospedeira empregando-se práticas 

culturais e/ou microrganismos, tornando sua resistência mais 
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efetiva por meio de ambiente favorável para interações entre 

antagonistas e patógenos do solo; c)Emprego de microrganismos

antag!,nicos com capacidade para atuar na sobrevivência e 

atividade do patógeno. 

Os agentes de biocontrole de fitopat6genos devem 

possuir mecanismos básicos de antagonismo válidos tanto para o 

rizoplano como para o filoplano, que incluem: 

a) Antibiose através da produ;:ão de um ou mais metabólitos por

um organismo que tenha efeito danoso sobre o outro;

b)Competiçã'.o geralmente por nutrientes ou sitio de nutrientes;

c)Parasitismo direto ou hiperparasitismo de um microrsanismo

pelo outro (COOK & BAKER, 1983) 

o controleUm campo importante na pesquisa sobre 

biológico de pat6genos é a seleçã'.o de organismos 

para fim de uso direto, manipulaçã'.o genética ou 

novos biótipos (PAPAVIZAS et al., 1982) 

antagonistas 

introdu;:ã'.o de 

As principais 

caracteríticas dos antagonistas para que sejam eficientes �o 

que possuam capacidade para competir por nutrientes, produzir 

metabólitos tóxicos ou atuar por parasitismo. Estas 

caracteri sticas coincidem com as capacidades da espécie T. 

flavus (KIM et al, 1988). 

T. flavusé largamente distribuido no hemisfério

norte e sul, em temperaturas e áreas subtropicais. FRAVEL &

ADAMS (1986) isolaram T. flavus em 16 pai ses amostrados. O

antagonista tem recebido especial aten:;ão nos últimos anos por

produzir antibióticos que inibem tumor celular i'n vitro (FUSKA

et al.,1979a,b) e antiprotozoário (FUSKA et al., 1972), e por
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atuar em diferentes processos como produ;:ão de exoenzimas e 

hiperparaaitiamo de fitopatógenos (FRAVEL et al., 1987). 

2.2. Mecanismo De Parasitismo. 

As atividades paraaiticas que prejudicam outros 

parasitos de plantas superiores com o objetivo de biocontrole 

de doenças de plantas foram denominadas hiperparasitismo ou, 

para aqueles parasitos de fungos, micoparasitismo. Sendo uma 

forma comum de interação entre muitos grupos de organismos, o 

parasitismo estabelece relações nutricionais que favorecem a 

existência do parasita (BARNETT, 1963; BARNRTT & BINDER, 1973; 

BOOSALIS, 1964; GALLI et al., 1978). 

As interações nutricionais entre fungo hospedeiro e 

fungo parasita levou à divisão doa micoparasitos em 

necrotróficos e biot:r6ficoa. A maioria doa micoparaaitos é 

constituida por saprófitas que se caracterizam pelo rápido 

crescimento sobre diversos substratos ( BARNETT,1963). 

Os parasitas biotróficos obtêm nutrientes de 

células hospedeiras vivas e �o causam quase nenhum dano ao 

mesmo • O parasita pode vi ver inicialmente como paraai ta 

biotrófico e por último destruir o protoplasma do hospedeiro 

como um parasita necrotrófico ( BARNETT & BINDER, 1973). 

Esta divisão, entretanto, não é bem aceita, pois 

existem relatos de microrganismos necrot:r6ficos que se 

comportam como biotróficos quando seu desenvolvimento é 
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favorecido pela vida ao invés da morte da estrutura do 

hospedeiro e, em alguns casos, a morte do hospedeiro mo ocorre 

devido à excreç�o de substâncias tóxicas (AYERS & ADAMS, 1979; 

BAKER ,. 1987) 

Diversos exemplos de micoparasitismo mostram-se 

promissores no controle biológico de doen;as de fungos do solo. 

T. flavus é um hiperparasita com capacidade de efetivamente 

reduzir doenças causadas por fitopatógenos (BOOSALIS ,. 1956; 

FUSKA & FUSKOVA, 1979; MAROIS et al., 1982). 

A parede celular de fungos 

e quitina e, 

de crescer 

composto de� 1,3 glucana 

celulose. T. flavus é capaz 

fitopatogênicos é 

em alguns casos, 

sobre pat6genos, 

utilizando sua parede celular como fonte de carbono. Esses 

antagonistas possuem sistemas enzimáticos capazes 

componentes da parede celular através da produ:;�o 

hidroll ticas como �1,3 glucanase , celulase e 

outras (CHET & ELAD, 1983) 

de degradar 

de enzimas 

quitinase e 

Os mecanismos de controle biológico podem ocorrer 

simultaneamente durante o processo de vida do antagonista. Por 

exemplo, Glioclad1Wll. spp. cauea a morte e degradaç�o das hifas 

do hospedeiro pela secreç�o de antibl6ticos. Além disso, 

esses antagonistas enrolam-se ao redor da hifa hospedeira e 

crescem sobre o conteódo das células mortas. Desta forma, 

antibiose e competiç�o se sobrepõem quando microrganismos, em 

populaçe5es mistas, obtém nutrientes pela secreç�o de 

metabólitos que prejudicam o crescimento dos competidores ( 

COOK & BAKER, 1983). 
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BOOSALIS ( 1956) observou que T_ flavus invade hifaa 

de Rhizoctonia solani diretamente pela produ;::ã'.o de grampas de 

penetração. Estes grampos desenvolvem de mieélio que enovelam 

a hifa ou da hifa em contato com o hospedeiro. DUTTA (1981) 

sugeriu que o modo de parasitismo envolve antibiose e 

competição. 

N§:o e:S o miCélio, mas tambá-m muitas outras

estruturas do hospedeiro são atacadas pelos micoparasitas_ 

Apesar das estruturas de resistência dos fi topató genos, como 

cistos, oosporos, microescleródios e esporos ,, serem

resistentes ao ataque par micoparasitas ,. SU & LEU (1980) 

demontraram que ma.is de 70% de escleródios de Sclerotinia_ 

sclerotiorUJIJ tornaram-se infectados quando inoculados com uma 

o 
suspensão conidial do hiperparasita e incubados a 24- 26 C por 

3 - 6· semanas. 

Inicialmente a hifa de T. flavus estabelece um

contato 1 ntimo com o hospedeiro pelo enovelamento ao redor da 

hifa do hospedeiro e pela produção de pequenas ramificaçaes da 

hifa, que penetram na célula hospedeira sem formar apresEPrios. 

Muitas das ramificaçaes laterais produzidas pelas hifas 

situadas próximas ao hospedeiro crescem unilateralmente em 

direção a hifa de S. sclerotiorUlll. Observa-se frequentemente 

penetração no hospedeiro. Hifas frequentemente crescem através 

da célula hospedeira, com ângulo perpendicular. Uma vez que 

hifas do hiperparasita raramente correm pararelamente às hifaa 

hospedeiras ( MCLAREN et al., 1986). A atividade paras1 tica de 

T. flavus resulta na deterioração da hifa do hospedeiro e



11 

granulação do citoplasma das células _ A granulação pode se 

estender às células vizinhas, as quais não estão em contato 

direto, sugerindo a possibilidade de que substâncias tóxicas 

poderiam estar envolvidas na patogê'neae_ T. flavus tem sido 

relatado como um produtor de inibidores que reduzem o 

crescimento de V. dahliae em cultura {DUTTA, 1981), e 

viabilidade de microescleródios(FRAVEL et al., 1985), como os 

antibióticos Talaron (MIZUNO, 197 4) , vermiculina { FUSKA et 

al., 1972), vermiculina e vermitaatina ( FUSKA et al., 1979). 

Metab6litos podem estar envolvidos no deterioraç�o de hifas de 

Sclerotinia sclerotiorUJD., pois talaron exibe atividade 

antifúngica ( MIZUNO et al., 1974) e vermiculina está. 

relacionada com o agente antifungico pyrenoforina (BOECKMAM et 

al., 1974). Hifas de S. sclerotiorUIIJ eventualmente entram em

colapso como resultado da infecção, mas a parede celular do 

hospedeiro permanece intacta ap::,s o conteúdo celular ser 

completamente destruído, sugerindo que as enzimas de degradação 

da parede óío 8ªi'.o a principal forma de atuaç�o de T. flavus em 

s. sclerotiorUJD. Este fe�meno foi observado em 

hiperparasitismo de R. solani por PenicilliUJD. vermiculatUJD 

onde o conteódo celular entrou em colapso mas a parede celular 

frequentemente nã'.o desintegra {BOOSALIS, 1956). 

Estudos de parasitismo de S. sclerotiorUJD. por T. 

flavus sugeriram um quimiotropiamo positivo do antagonista pelo 

patógeno. O crescimento de T. flavus em dire;:ão à hifas do 

hospedeiro tem sugerido um tropismo positivo na interrelação 

hospedeiro parasito. Um fenómeno semelhante tem sido observado 
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com GliocladiUIII catenulatUJII Gilman & Abbot e S. sclerotiorUJII 

onde ocorre frequentemente o crescimento das ramificaçêSes das 

hifas em direção ao hospedeiro. A destruiç�o de 

microescleródios e hifas do hospedeiro poderá influenciar a 

capa.cidade de S. sclerotiorUJII em sobreviver. 

Apesar dos antibióticos representarem um papel 

importante no antagonismo par microrganismos , a competiç�o é 

um fator que deve ser considerado em condiçêSes naturais (CHET & 

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

2.3.VerticilliUIIJ dahliae- Agente Causal Da 

VerticilliUIII Em Berinjela ( SolanUIII melongena L.) 

Murcha De 

V. dahliae kleb é um fungo de solo capaz de 

infectar raízes de plantas , sendo um dos mais importantes 

parasitas vasculares de plantas superiores. O pat6geno persiste 

no solo como microescleródio que permanece viável por maia de 

20 anos (WILHEIN, 1954). Sua extensa gama de hospedeiros 

inclui várias espécies agrícolas de expressíío eco:n5mica ,.

entre elas a berinjela. A sua importância reside na sua ampla 

distribuiç�o de um extremo a outro em regiêSes temperadas. No 

Brasil, é considerada uma doença que pade causar perda total de 

produção em epidemias severas. 

A forma microeacleroidal de V. dahliae causa a 

doença. Trata-se de um parasita especializado :, cuja principal 

fonte de inóculo é o solo. Formas especializadas do fungo 

mostram preferência de hospedeiro, sendo maia patogê,nicas a 
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algumas espécies ou variedades que a outras. Os sintomas na 

berinjela variam com as condiçaes climáticas e com a variedade 

afetada. A faixa de temperatura ótima para a infecção situa-se 

o 

entre 22 a 26 C .  O fungo ocorre em todos os tipos de solo, 

preferindo os levemente alcalinos e neutros. As folhas basais 

infectadas tornam-se flácidas e se cobrem de manchas 

esbranquiçadas ou amareladas que sofrem necrose. Com frequência 

observa-se o caráter unilateral da enfermidade, onde ocorre a 

necrose da metade de uma folha, um lado do talo ou um s6 

ramo da planta. Os sintomas nas folhas �o devido às toxinas 

produzidas pelo fungo. Há nos caules infectados uma forte 

descoloraç�o vascular. 

A doença é manejada pelo uso de cultivares 

tolerantes ,, rotaç�o de cultura ,,

culturais (JOHNSTON ,, 1987; KATAN, 

PENNYPACKER,1983 e 1989). Entre 

solarização e prá.ticas 

1976; MOORMAN, 1982; 

os principais fatores 

reconhecidos na epidemiologia da doen;:a estão: pat6tipos de V. 

dahl1ae,, sua densidade de ilPculo no solo, tem,peratura do ar, 

conteúdo de água do solo, densidade de plantas, disponibilidade 

de potâssio e nitrogênio durante o crescimento das plantas. 

2.4. Aspectos Biológicos E Taxon&micos De Talaromyces flavus 

O fungo T. flavus (Klocker) Stolk & Samaon 

{anamorfo,P. vermiculatUlll Dandeard) é um. Ascomiceto. 

Segundo BENJAMIN (1955), no f!fenero TalaroJIIYces, as 

paredes do ascocarpo constituem de hifas entrelaçadas mas não 
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flllldidaa_ Estas formas são de crescimento indeterminado e podem 

aumentar em tamanho após algumas ascas e ascosporos estarem 

maduros. Os cleistotécios têm morfologia variável e mostram 

diferentes graus de diferenciação do aacog:'.)nio em algumas 

espécies. 

Em T. flavus, o cleistotécio é pequeno ( 100 - 500

u) , globoso ou aubgloboso , superficial, �o oetiolado, de 

coloração amarela, 

algumas espécies, 

discreta mas com tendência a confluência em 

de crescimento indeterminado; , várias 

consistências, de textura muito frouxa a maia ou menos 

comprimido, vários inicias 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 aã'.o na maioria granulados, raramente ornamentado, 

continua, hialino ou próximo ao hialino, variando grandemente 

em tamanho de acordo com STOLK & SAMSON (1972) de 3,0 - 6,5 um 

de comprimento, sendo que colônias de isolados com ascosporos 

medindo 5,0 um ou mais são frequentemente mais lentos que 

aqueles os quais apresentam ascosporos menores,e 

frequentemente produzem pigmentai;:�o no reverso. Conidi6foros 

nascidos em hifas aéreas, estipes com 20 a 80 µm de 

comprimento, Penicillium tipicamente biverticilado, simétrico, 

e menos comumente monoverticilado, metula com 10 15 µm de 

comprimento, fialide acerosa 10- 16 µm de comprimento, conidios 

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

enrugada a espinhosa, nascidas em pequenas cadeias 
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desordenadas. 

Em meio CYA as colônias aos 7 dias apresentam-se 

com 18-30nm de diâmetro, planas, baixas e quase esparsas a 

moderadamente profundas e flocoeas, micélio amarelo brilhante, 

menos frequentemente cotonoso ou marrom avermelhado. Na maioria 

doe isolados desenvolvem-se giminoté-cios. A conidiogeneee 

ueualmente é esparsa e inconspi cu.a, se mais profusa, verde 

acizentada; exsudato avermelhado claramente presente , reverso 

amarelo, laranja , avermelhado ou marrom. As colônias em MEA 

apresentam-se com diâmetro entre 30-50nm , geralmente 

semelhantes à aquelas em CYA, giminotecioe mais abundantes; 

reverso laranja , marrom, marrom escuro ou vermelho escuro. 

Colônias em G25N apresentam diâmetro entre 2-7nm , micélio 

branco esparso, ocasionalmente com microcolônias ou nenhum 

crescimento. Nenhuma germinação ocorre à 5
º

c. Ã 37°C as 

colônias apresentam de 20-45 DID. de diâmetro e usualmente 

similares a aqueles em CYA, o micélio é branco ou marrom 

com coni dioa verdes; os siminotécioe e'ião ausentes; o reverso 

pode ser amarelo, laranja ou marrom. 

Aacosporos de T. flavus são termotolerantee. VAN 

DKR SPY et al. (1975) relataram que ascosporos protegidos pelo 

cleiatoté�io poderiam suportar 100 ºe por 30 minutos ou mais. 

Sendo que o tempo de redução decimal para ascosporos livres 

deste fungo tem sido relatado ser de 2,9- 5,4 minutos a 91°C 

( BEUCHAT, 1986) ou o 2,2 minutos a 90,6 C ( SCOOT & BERNARD, 

1987). Esta diferen;:a na resistência ao calor é atribuida a 

influência do pH e tipos de ácidos orgânicos presentes no meio 
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de aquecimento. 

BEUCHAT (1988), investigando a tolerância de 

linhagens de T. flavus a ácidos orgânicos durante e ap'.)s a 

exposição a elevadas temperaturas, concluiu que osácidos 

fumárico, �rbico e be112Pico são claramente maia letais que 

acético, málico, ci trico e tartâ.rico, e a letalidade aumenta 

com a acidez do meio, sendo que o efeito dos mesmos 

dependendo da linhagem e é influenciado por 

constituintes no meio . 

varia 

outros 

2.5.Controle Biológico De VerticilliUlll dahliae Por Talaro1DJTCeB 

flavus 

T. flavus produz um metalx,lito que mata 

microescleródios e suprime crescimento radial de V.dahliae in 

vitro. FRAVEL & KIM (1987) ensaiaram a toxina produzida e 

consideraram as estruras de resistência do pat6geno mortas 

quando elas nã'.o germinaram ap:,s lavagem em água e incubaçã'.o 

por 5 dias nas condiç�es ensaiadas. O processo de extraç�o de 

metab6litos por meio de solventes, e separa�o molecular por 

cromatografia liquida de alta definiç�o tem indicado que o 

filtrado contém apenas um composto que inibe V. dahliae (KIM 

et al., 1986) .Este metal:Plito produzido por T_ flavus(Tfl) é 

considerado diferente dos quatro antibióticos previamente 

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

A reduç�o na populaç�o de microescleródios viáveis 

de V. dahliae, observada por MAROIS et al ( 1984), pode ser 

explicada em parte como efeito letal do metab6lito de T. flavus 

que mata os microescleródios. A antibiose tem sido demonstrada 

estar envolvida em outros sistemas de controle biológico, 

incluindo Pythium ultimum (HOWELL & STIPANOVIC 1980) e 

controle de AgrobacteriUJD. tumefaciens por A. 

(IERR, 1980). 

radiobacter 

Micoparasitismo está envolvida no controle de S. 

sclerotiorum {LIB} de Bary por T. flavus (MCLAREN et al., 

1986) ma.a aparentemente Dro no controle de V. dah.liae, sendo a 

antibiose o mecanismo efetivo. A genética convencional ou 

molecular pode ser utilizada para melhorar a capacidade de T. 

flavus em produzir o metab6lito e controlar V. dahliae. O 

metab:ilito sozinho, ou um análogo deste , pode ser um fungicida 

efetivo que poderia ser usado em condiç5es de produ:;�o-

2.6.Utilizaç�o Da Variabilidade Genética Induzida. 

Oe microrganismos, incluindo oe fungos, 

geral hapl6ides e , assim , a indu:;�o de mutaç:�o por 

fi sicos ou qui micos é facilitada. De fato, este é um 

Eifí.o em 

agentes 

método 

que, embora simples, tem produzido resultados importantes no 

melhoramento genético de microrganismos indústriais como por 

exemplo, a indução de mutação melhorando o rendimento e a 

qualidade de enzimas sintetizadas (AZEVK00,1991;EVELEIGH, 
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1985;MANDELS et al.,. 1971) ou melhorar a produ;:ã'.o de 

antibióticos ou enzimas U ticas por fungos utilizados no 

biocontrole (CHET & ELAD, 1983; DENNIS & WEBSTER, 1971 a,b). Se 

por outro lado, o microrganismo for usado em asaocia;:ã'.o com 

produtos quimicos, é importante a indu;:ão de mutação que os 

tornem resistentes a estes compostos. Em todos os casos ,. 

entretanto, torna-se necessário verificar se as mutações 

induzidas não interferiram em outras características 

i.Jnportantes para o antagonismo como crescimento, esporulaçã'.o, 

produ;:ão de metab5litos secundários ,. habilidade para sobreviver 

no solo, etc(AZEVEDO, 1991; PAPAVIZAS et al., 1982). 

Devido ao T. flavus ser um potencial agente para 

biocontrole de patógenos de solo (MAROIS et al., 1982), 

resistência a fungicidas é um atributo desejável. KATAN et al. ( 

1984) mostrou que a genética convencional pode ser usada com 

sucesso para melhorar o desempenho do agente de biocontrole. 

Foi demonstrado também que a muta.çã'.o pode ter um efeito 

pleiotr6fico no fungo. Entretanto, uma vez que o grau de 

efeitos negativos de alelos desejáveis variam ,. muitas linhagens 

mutantes ensaiadas podem resultar em seleção doa menos 

prejudiciais, e aleloa altamente benéficos. Os benefi cios da 

obtenção de mutantes de T. flavus resistentes a fungicidas são 

a possibilidade de uso no controle integrado com fungicidas ( 

benomyl ,. thiabendazol, iprodione) para suprimir o patógeno. 

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 maia eficientes em suprimir 
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doenças que, isolados selvagens. Entretanto isto precisa ser 

melhor estudado. 

2. 7 . Genética Da Resistência A Fungicidas Em Talaromyoes flavus

O mecanismo de aç�o dos benzimidazoia envolve uma 

ligação especifica da molécula de fungicida com a subunidade de 

tubulina que resulta em inibiç�o da mitose ( DAVIDSE, 1986), 

uma diminuição no nivel de crescimento linear, e mudança na 

forma da célula ( HOWARD et al.,1977; DAVIDSE, 1986). Estudos 

conduzidos sobre mecanismos de resistência têm atribuido a 

mutaçêSes no gene da t,-tubulina, que resultando em perda de 

afinidade da tubulina aos benzimidazois, estaria conferindo 

resistência em fungos patogênicos( DAVIDSE, 1987). 

Mutaçí:Ses que resultam em resistência a um 

benzimidazol usualmente conferem resistência a outros 

benzimidaz6is ( resistência cruzada), mas em alguns casos a 

mutaç�o pode levar ao aumento da sensibilidade a certos 

benzimidazois e compostos relacionados ( resistência cruzada 

negativa). Isto foi demonstrado por VAN TUYL et al.(1974), 

que utilizando mutantes induzidos por UV de AspergillUB 

nidulans, e semeando-os e meio de Malte-agar contendo 

Benomyl ou Thiabendazol , observaram diferença na 

sensibilidade. Embora resistência cruzada pareça ter sido a 

regra, resistência a Benomyl sem a concomitante 

Thiabendazol ocorrera em pequena quantidade, 

resitência a Thiabendazole sem a resistência a 

resistência a 

o reverso, 

benomyl foram 
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encontrados em alguns isolados_ Este fenômeno tem sugerido que 

linhagens resistentes a benzimidazois podem ser controlados por 

com.postos 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 resistente de 

T. flavus que resistência a benomyl e dicarboximidas pode ser 

originada por indução de mutação, sendo que os três mutantes 

resistentes a benomyl utilizados no estudo exibiram dois nf.veia 

de resistência a benomyl e variaram em crescimento e

morfologia. Uma segregação 1:1 em cruzamentos entre a linhagem 

sensi vel e mutantes TF-1 e TF-6 mostrou que os nt. veia de 

resistência alto e baixo a benomyl �o controlados por genes 

simples. A presença 

a fungicida entre 

de apenas ni veia parentais de 

as progênies de alguns 

envolvendo isolados de diferentes níveis de 

resistência 

cruzamentos 

resistência 

indicaram que níveis altos e baixos de resistência foram 

governados por diferentes alelos Ben
HR 

(1-1), Ben
HR 

(1-5), 

Ben
LR 

(1-6) em um único locus . Situaçí:Ses semelhantes ocorrem 

com outros Aacomicetos (KATAN et al, 1983) e por analogia com 

outro fungo caracterizado para resistência a benzimida.z6is 

(Ben) a ação poderia ser 

(SHEIR-NEISS et al ,1978). 

codificado pela tubulina 

Em Aspergillus nidulans, três loci ben A, ben B e 

ben C, estão envolvidos na resistência (Van Tuyl, 1977 citado 

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

loci que determinam resistência ou suscetibilidade a 
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benzimidazó ia ) conduzidos com ben A15 e ben A16 ,. junto com a 

linhagem selvagem, têm sido uaadoa para afinidade de 

carbedanzin a tubulina. O ben A15 determina resistência a 

carbedanzin e a tbiabendazole ,. enquanto que ben A16 determina 

auperaenaibilidade a carbedanzin e resistência a 

thiabendazole(VAN TUYL et al., 1974). Aaaim observou-se que a 

afinidade de Carbedanzim à tubulina de ben Al5 foi baixa, mas 

sua afinidade à tubulina ben A16 foi maior que o da linhagem 

selvagem. 

Estas mudanças de afinidades , ou diferenças na 

sensibilidade entre os dois mutantes e cada um deles à linhagem 

selvagem, �o associados com mudanças na estrutura primâ.ria de 

(3-tubulina ( SHRIR-NBISS et al., 1978). Este gene em A. 

nidulans codifica dois pept1 deos, f3 1 e f3 2 tubu.lina, o qual

leva a uma modificação de eventos a�s a transcrição. 

MORRIS et; al. (1986) mostraram que A. nidulans tem 

um segundo gene para f3 tubulina, ( tub C) para tubulina (33, 

tubulina 01, e outros mo�meros es� o presentes em três forma.a, 

sendo que dois genes de 0t tubulina estão envolvidos em aua 

prodUÇão: tub A que codifica para tubulinas etl e a3, e tub B 

que codifica para oi2 tubulina. 

JUNG et al.(1987) confirmaram. através de clonagem e 

sequenciamento de cinco alelos mutantes de ben A, em gene de f3 

tubulina de A. nidulans, que a sensibilidade alterada a 

benzimidazóia e ou estabilidade alterada doa microtúbulos é 

devido à mudança estrutural nestes genes. Sequências alteradas 

em alelos mutantes ben A4, ben A31 e ben A33, oa quais conferem 
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resistência a carbedanzin, noconazole, e thiabendazole, 

envolvem o codon 6 resultando em mudança do 

hietidina à tirosina , codon 50 (uma mudança de 

aminoácido 

tirosina a 

serina) e codon 134 ( uma mudança de glutamina a lieina). As 

mutações ben A16 e ben A19, as quais conferem resistência a 

thiabendazole ma.e aumentam sensibilidade a carbedanzin são 

ambas localizadas no codon 165 e resultam de uma mudança de 

alanina para valina (JUNG eé. al, 1987). 

As observaÇões em A. nidulans indicaram que o gene

de (3 tubulina pode mutar em a1 tios distintos , causando 

resistência a benzimidazois. Estas estruturas podem auxiliar na 

determinação do a1 tio de ligação. Aminoácidos na posição 

165-167 estão envolvidos na ligaç:ão em A. nidulans.

Em T. flavus, KATAN (1984) obteve que baixo nível 

de resistência 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 ligação eepeci fica da molécula 

de fungicida a subunidade de tubulina que resulta em inibição 

da mitose. 

Diferindo de outros fungos, KATAN (1982) e KATAN & 

SHABI ( 1982) verificaram que a germinação de esporos de T. 

flavus �o foi inibida por iprodione. Resistência espontânea 

o 

apareceu frequentemente, especialmente a 30 C, quando Iprodione 

foi menos inibitório ao crescimento micelial que a 25
°

C. A

resistência a dicarboximidas segrega na proporção de 1:1, 

sendo que a sensibilidade oem6tica é característica do alelo 
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usadas para reconhecer mutantes 

dicarboximidas (KATAN et al., 1984). 

para resistência 
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ser

a

O modo de ação dos 

desconhecido, embora tenha sido objeto 

dicarboximidas permanece 

de muitos estudos. 

GHORGOPOULOS et al. ( 1979) mostraram que os dica.rboximidas 

causam instabilidade mit6tica em A. nidulans e concluiram que o 

efeito no cromossomo e possivelmente no fuso mit6tico é a 

principal base para a fungitoxicidade Entretanto não está 

claro se são efeitos próprios ou secundários do fungicida. 

SANTOS & MEL0(1989) obtiveram protoplastos de 

micélio jovem de T. flavus com a enzima 11 tica Novozym 234, 

sendo que alta produção foi obtida com 90 minutos de 

tratamento. Os estabilizadores osm:,ticos glucose, NaCl, KCl 

propiciaram uma alta frequência de regeneração, da ordem de 

65%; 65,75%, 70,75%. A obtenção e a regeneração de protoplaatos 

de T. flavus constitui uma ferramenta importante para o 

melhoramento. 

2.8 . Meta�litos Produzidos Por Talaro111Yoes flavu.s. 

Talaron , um antibiótico produzido por T. flavus 

crescido em meio de cultura com 8% de glucose, foi relatado 

como tendo coloração amarelo pálido com forte características 

antifúngicaa mas nenhuma atividade antibacteriana (MIZUNO et al 

, 1974). Sob condiçe:ea similares, T. flavus isolado Tf-1, 

produziu um meta�lito extracelular que tem forte efeito 
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contra fungos :, bactérias e protozoários ( KIM et al. 11 1986). 

Este meta�lito causa a inibição do crescimento radial de V.

dahliae e mata seu.e escle:ródioa ( FRAVRL et al. 11 1987). O 

produto foi subsequentemente identificado como resultante da 

reação de glucose oxidase (�-D-glucose oxigenio redutase, EC 

1.1.3.4. ( KIM et al., 1988) _ Esta enzima cataliza a oxidação 

de glucose a gluconato e peróxido de hidrogênio na presen;:a de 

oxigênio molecular. Glucose oxidase na presen;:a de glucose 

ma.ta os microescleródios de V. dahliae in vitro e em solo 

esterilizado ( KIM et al.,1987). Glucose oxidase , glucose e 

gluconato não inibem V. dahliae quando eles são usados 

individualmente. Entretanto peróxido de hidrogênio é altamente 

tóxico a microescleródios de V. dahliae (KIM et al. ,1988). 

Assim o efeito antimicrobiano do sistema 

originado do peroxido de hidrogênio, 

glucose oxidase é 

o produto da reação

catalizada pela glucose oxidaae. Na presen;:a de glucose vários 

graus de atividade antimicrobiana foram observados. Talaron ou 

glucose oxidase na presen;:a de glucose afeta 

microescler6dios mais que micélio _ Uma concentração 10 vezes 

maior de peróxido de hidrogênio foi requerida para inibir 

micélio de VerticilliUllJ spp comparado com 12 ug mL -t requerido 

para microeacler6dioa ( KIM et al., 1987). Simultaneamente, 

GLEN & GOLD(1985) encontraram que micélio foi 10 vezes menos 

senaí vel ao talaron que microeacler6dios. Provavelmente, o 

micélio crescendo ativamente pode ser capaz de metabolizar 

alguns pe:róxidos de hidrogênio formado, como o caso de fungo da 

podridão branca Phanerochaeta chrysosporU11J, um basidiomiceto 
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que degrada lignina. T. flavus é conhecido par produzir os 

antibióticos vermicilin e vermiculina, vermiatatim e ácido 

2-metil sórbico ( FUSKA et al., 1972;1979a,b;PROSKA et al. 

1992). 

, 

Glucose oxidaae ou Talaron tem peso molecular 

152000 com peso das subunidades 71000 indicando que a enzima 

está em d1 mero. A enzima. isolada por KIM et al. ( 1990) foi 

diferente da obtida com Tf-1, possivelmente devido à 

heterogeneidade na enzima devido à molécula de carboidrato 

variável ( HAYASHI & NAKAMURA, 1981) . O peso molecular está na 

faixa de 150000 a 183000 relatada para várias 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 T. flavus. A glucose oxidase de vários fungos tem 

alta especificidade para /3-D- glucose. Adicionalmente, estas 

glucoses oxidases podem ter atividade residual com outros 

monosacarideos incluindo 2- deoxy-D-glucose (DIXON & WKBB, 

1979) . Consistentemente com outras glucoses oxidases de fungo, 

a enzima de T. flavus tem um requerimento especifico para 

D-glucose, entretanto o an:imero especi fico requerido não é 

conhecido, uma vez que resultados foram obtidos com uma 

mistura de � e� anômeros de glucose. A aparente constante de 

Michaelis- Menten Km , para D- glucose em enzima de T. flavus é 

de 100 mM de mistura de � e � anomeros. Este valor está 

dentro da alta faixa de valores para Km determinado com outro 

suprimento de fungos ,. a qual foi na faixa de 9, 6 mM para P. 

notatlllll (SWOBODA et al., 1986) 110 mM para A. niger (GIBSON et 
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al., 1964). A atividade da enzima é considerada ótima a pH 

-5,0.

O uso de glucose oxid.ase tem sido limitado a cor e 

flavor ou estabilização da flora microbiana de produtos 

alimentares devido a características 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 

análise de açúcares. 

Embora inúmeros trabalhos tenham provido novas 

informaçaes sobre a glucose oxidaae produzido por T. flavus, 

nenhuma afirmação pode ser feita sobre a produção da enzima 

pelo antagonista na natureza. Se glucose está 

morte de V. dahliae no solo, um suprimento de 

estar dispozúvel para o agente de biocontrole. 

envolvida 

glucose 

Sabe-se 

na 

carboidratos 

plantas CHALE 

como a glucose são 

et al. ,1978). 

exudados pelas 

deve 

que 

de raizes 

Polissacarí deos com.o glucana 

estão presentes em escleródioa de S. sclerotiorum. (ADAMS et 

al., 1983). Cultura 1n vitro �o tem mostrado qualquer evidência 

de micoparasitiamo . 

Em contraste, Fahima & Henis (1992) citados por 

MADI et al. (1992) observaram inv�o de microescle:r6dios 

pelas hifas de T. flavus apenas na presen:;: a da raiz de 

berinjela morta ou outro suprimento de alimentos. Supê5e-se que 

a produção de glucose oxidase por T. flavus , com a 

subsequente produção de HzOz na presen:;: a de nutrientes precede 

a invasão de microescleródioa por hifas de T. flavus. 

Atenuação de microescleródios pelo processo provavelmente 
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prediapôe a inva�o pelo antagonista. Em pararelo a esta 

situação, HENIS & PAPAVIZAS (1983) encontraram que uma breve 

eaposição de Scle:rotium :rolfsli Sacc a pequena quantidade de 

fumigante os faz muito susceti veis a invasã:o por Trichoderma.

harzianum hifai. O advento de novas microtécnicaa no solo e 

rizosfera providenciará mais informações na interação entre 

glucose e T. flavus na rizosfera e microescler6dios. 

Segundo KIM et al. (1990), na ausência de glucose, 

nem talaron nem glucose oxidaae, a uma concentração máxima de 

10 ou 1.09 µg ml-1
( 83 ou 125 nmol mim-l mg-1),

respectivamente 11

thUZ"i.nsiensis,, 

inibem 

Erwlnia 

o crescimento de 

oa.rotovora, Escherichia 

Ba.oillus 

ooli,,

Pseudomonas fluorescens,, P. syringae,, Sacharo111Yces cerevisae, 

Gliooladium virens, PythiU111 aphanidermatum ,, p_ ulti.mum,,

Rhizoctonia solani,, Sclerotinia lll1nor,, SclerotiUJB rolfsii,, T. 

flavus, T. hBJ11B.tU1D. e V. dahliae. Quando glucose é adicionada 

ao meio de cultura a uma concentraçâ'.o de 2 a 4%, a concentração 

minima inibitória de talaron e glucose oxidase variou de 

0,25->125 nmol. min-1. ml-l para a maioria das bactérias e

alguns fungos patogênicos incluindo Pythium spp ,, Rhizoctonia

solani, V. dahliae. Vários agentes de biocontrole, incluindo

Gliocladium virens, T. flavus e T. hamatUJB, �o �o afetados 

por talaron ou por glucose oxidase na presen:;:a de glucose 

exceto em altas concentrações. 

PROKSA et al. (1992) obteve que 2-methilsorbic acid 

(MA), (2Z,4E)-2- methil 2.4-hexadienoic acid, é um novo 

metabólito de P. vermiculatum produzido em meio de sacarose. 
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Sendo a atividade antifúngica deste ácido maior que de ácido 

s:,rbico e de seus bromoderivados ( ácido bromometilaorbic ou 

ácido bromos::irbico) MA auprime o crescimento de T. flavus e 

germinação de seus conidios. Em P. vermiculatUIIJ este ácido 

diminui a produção de vermiculina e inibe proteoai ntese em 

Sacaro111Yces cerevisae. 

MADI et al. ( 1992) , estudando a heran;: a das 

propriedades de antagonismo e atividades de enzimas llticas em 

cruzamento sexual de T. flavus, cruzaram duas linhagens 

selvagens e três mutantes resistentes a benomyl que resultaram 

em seis combinaçeiea, das quais duas produziram cleistotécios. 

h1 bridoa. Observou-se uma vari�ã: o nas linhagens parentaia e na 

progênie, onde foi considerado como forma importante para 

controle de fitopat6genoa de solo: atividade extracelular de 

gluçoae oxidaae e enzimas degradadores de parede, antibióticos 

contra V. dahliae,. e parasitismo e biocontrole de S. rolfsii.

Um padrão de heran;a quantitativa �o mendeliana foi encontrado 

para atividade de �-1-3-glucanase e quitinase Alguma.a 

progénies exibiram maior atividade de glucanaae e quitinase, 

que outras encontradas em linhagens parentais. Antibiose foi 

correlacionada com atividade glucose oxidase em um dos 

cruzamentos. A atividade para reduzir podridã'.o de raiz de 

feij�o causada por R. rolfsii foi correlacionada com 

micoparasitica contra esclerodios de S. rolfsii 

atividade 

em um 

cruzamento mas não em outros. A variacao quantitativas em 

cada uma destas enzimas é provavelmente governada por alguns 

genes estruturais e vários genes controladores. Outros genes, 
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permeases e fatores citoplasmáticos poderiam contribuir para 

esta variação. Não existe uma clara co-segregação da maioria 

das propriedades, como produção de enzimas 

que torna dificil avaliar a capacidade 

flaVUB. 

e antibióticos ,. 

antagnf. stica de 

o

T. 

Assim, eobora nenhum fator singular tenha sido 

conclusivamente identificado como principal determinante do 

antagonismo ,. MADI et al. (1992) comparando dois parentaia , 

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 hip5tese foi 

testada geneticamente pela comparação de atividade enzimática 

no filtrado de culturas de progênies individuais com suas 

propriedades antagoni sticas. A variação observada indicou que a 

atividade glucose oxidase e o nível de antibiose exibido pelas 

progêniee do cruzamento I contra V. dahliae foi 

correlacionado. Acredita-se que progênies com vá.rias 

combinaç5es de atividades enzimáticas e outras propriedades 

providenciam um instrumento experimental para o teste de 

hip5teae relativa a importância para o desempenho de T. flavus 

como Potencial agente de biocontrole. 

2.9.Fermentação De Agentes De Biocontrole 

Embora tenha ocorrido uma rápida expansão da 

biotecnologia de fermentação em fungos filamentosos nos 
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últimos 30 anos para alta produ;:ão de ácidos, antibióticos, 

enzimas, e estudo de uso de substratos de baixo custo (SMITH 

et al., 1980) A maioria dos estudos tem sido orientada para a 

indústria de antibióticos e enzimas. A Biotecnologia de fungos 

e bactérias tem dado ma.is ênfase recentemente para novas áreas 

como a produção de inseticidas biológicos (DUIMAGE, 1981) e 

micoherbicidas ( CHURCHIL, 1982) • Assim há poucos trabalhos 

sobre tecnologia de fermentação para agentes de biocontrole 

de doenças de plantas. 

Objetivando utilizar T. flavus para biocontrole, 

uma preparação efetiva de in::iculo deve ser desenvolvida. Alguns 

progressos têm 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 

liquido contendo melaço e levedura de indústria 

i�culo viâ vel de T. flavus com sistema de 

para produzir 

fermentação que 

Pouca ou nenhuma 

da produ;ão de 

simula produção industrial em larga escala. 

atenção tem sido dada ao estudo da otimização 

propágulos e metab6litos de linhagens promissoras. 

2.10.Encapaulação De Propágulos. 

O avanço do controle biológico tem esbarrado em 

problema de produção e entrega do antagonista. BACKMAN & 

RODRIGUEZ-KABANA (1975) concluíram que o carregador ideal é um 

produto granular com particulas pequenas e uniformes, 

facilmente adaptáveis aos equipamentos agri colas já existentes. 
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Em seu estudo, tentaram encontrar um grânulo que pudesse servir 

de carregador de fungos antagonistas , mas estes, quando 

enxarcados, ao serem mexidos desintegravam. Os grãos que 

apresentaram melhor desempenho quanto à adeorção de água foram 

os de terra diatomácea. A viabilidade do Trichoderma foi boa 

chegando a 100 % no tempo zero mesmo ap:, s 1 �s de 

estocagem. A formulação granulada com agentes de controle 

biológico apresenta vantagens como não deixar resi duas qui. micos 

sintéticos no solo e reduzir a incidência da doen;:a em 

condiçaes secas. � um habitante natural do solo. 

O carregador granular apresenta 

relaçzro a matéria orgânica como, a redu;:ão na 

material colocado no solo em até 30 vezes, e o 

vantagens com 

quantidade de 

equipam e nto 

agrícola tradicional que pode 

distribuição. 

ser utilizado para sua

Para utilizar T_ flavus como agente de biocontrole, 

é neceseé.rio desenvolver e ensaiar sistemas de preparaç�o e 

entrega de inóculo. PAPAVIZAS et al.(1984) desenvolveram um 

meio li quido pouco dispendioso, a base de melaço e levedura de 

fermentação para produzir i:o:>culo viãvel em tanques de 

fermentação. Taml:>ém a técnica de encapsulaç�o de 

micélio foi recentemente descrita. Os "pellets" 

esporos e 

foram feitos 

com conidios, biomassa fermentada ou ascosporos com pyrax ou 

farelo de trigo com cloreto de cá.leio como agente geleificante 

e ainda alginato de sódio. A estocagem à temperatura 

afetou mais a viabilidade de conidios do que a 

ambiente 

5
°

C. Os 

ascosporos não foram afetados por serem maia resistentes a 
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altas temperaturas. Estes estudos concordam com as conclusôee 

de FRAVEL et al.(1985), que verificaram que a sobrevivência de 

propágulos em " pellets .. de alginato-argila varia com o tipo de 

esporo, isolado e espécie, sendo que ascosporoe sobrevivem maia 

que coni dioe. Isto pode ser atribui do a morfologia do esporo 

e/ou fisiologia uma vez que ascosporos �o de longa duraç�o 

enquanto coni dios e'ii'.o ef.etmeros. Ascosporos de T. flavus �o

conhecidos por melhor sobrevivência no campo e mais compati veia 

com fungicidas que conf dios (FRAVEL, 1988). Diferenças podem 

ser observadas entre espécies distintas de um mesmo gênero. 

Con1. dios de P. oxalicUID não sobrevivem �o bem como aqueles de 

P. dangeardii ( o anamorfo de T. flavus).

Os estudos de FRAVEL et al. (1985) mostraram também 

que embora a concentração inicial de propâ.gulos não afete a 

eobrevivência, para alguns organismos, hé. aparentemente uma 

concentraÇão ótima. Por exemplo, ascosporos da linhagem Tfl 

sobrevivem melhor à concentração inicial de 10
7

/ml e 10
8

/ml que

a 10
6 

/ml. Em contraste aecoeporos de Tf-1 e coni dioe de P.

oxalicum sobrevivem melhor a 10
5

/ml que a 10
7

/ml. Sobrevivência

12 1 i t f i �- 25 ºe. por semanas em a g na o o menor que ...-, L �ax a 

" Pellets" contendo con1 dios e farelo de T. flavus, 

introduzido no solo, proporcionaram 

atividade. O farelo em associação 

um rá. pido aumento de 

com coni. dios de rápido 

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 propáguloa 

invadirem completamente o substrato antes que os 



microrganismos não desejáveis possam colonizá-lo. 

caracteristica importante para a sobrevivência 

saprofiticos no solo (PAPAVIZAS et al., 1984). 

Esta 

de 
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é uma 

fungos 

efeito doa PAPAVIZAS et al.(1987) estudou o 

processos de formulação na proliferação 

encapsulados em alginato de T. flavus, verificou 

ascosporos e principalmente coni. dios 

dos propá gulas 

apresentam uma

que oa 

rápida 

proliferação nos .. pelleta" de alginato e farelo, enquanto que 

aa preparações de hifa não apresentaram esta rápida 

proliferação. Fatores bióticos e abióticoa podem afetar a 

extenção e padrão de crescimento de fungos de biocontrole a 

partir de '"pelleta ... A identificação destes fatores pode tornar 

o biocontrole maia previai vel e efetivo. A adição de .. pellet" 

de alginato contendo coni.dio e farelo de trigo como ingrediente 

inerte ao aolo resulta em râpido aumento de atividade. O farelo 

está associado a um rápida germinação de coni. dias em "pellets" 

fornecendo alimento base para o crescimento e eaporulação de 

fungo no solo. Nenhuma atividade apreciavel ou proliferação 

pode ser observada quando Pyrax foi utilizada com coni dioa e 

ascosporos ou quando biomassa fermentada foi utilizada para 

fazer "pelleta" com trigo. Foi observado um crecimento lento 

quando utilizou-se fragmento de micélio seco ou ómido sendo que 

estes podem tornar-se colonizados por microrganismos nativos do 

solo. 

Atividade e proliferação em solo de 

"pelleta"contendo farelo e aacoaporoa são intermediários entre 

aqueles contendo coni dias os quais apresentaram uma grande 
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atividade, e aqueles contendo biomassa fermentada. Esta 

diferenÇa é esperada uma vez que ascosporos de T. flavus não

serminmn rapidamente em grande número. Se os ascosporoa não 

forem aquecidos a temperaturas maiores que por 10-15 

minutos, apenas 5 a 10% deles germinam. Seu baixo ní.vel de 

germinação, na presença de alimento base, pode colocar estes 

propá. gulos em desvantagem quando comparados com com dias ou 

com propáguloa saprófitas de crescimento rápido. Proliferação 

em solo de formulação contendo co:n1dio-farelo é precedido pelo 

aumento de atividade metab5lica , como mostrado pela evolução 

de C0z quando propáguloa encapsulados são adicionados ao solo 

e pelo desenvolvimento de cleiatotécioa férteis em "pellets" 

parcialmente enterrados ao solo. Produção de cleitotécios e um 

srande aumento em ufc por grama de "pellet" recuperados do solo 

sobre n.1.veia iniciais indicaram que crescimento deve ter 

precedido a formação de cleistotécios, com subsequente produção 

de aacoaporoa e coní.dioa no substrato, PAPAVIZAS et al., 1987). 

A vida de prateleira de T. flavus em "pelleta" de 

alginato-trigo foi menor a 25
° 

C que a baixas temperaturas. Em 

contraste, a vida de prateleira de ascoaporos não foi afetada 

por temperaturas na faixa de 5
°

c a 25
°

C Este fato não é 

inesperado, desde que ascoaporoa aã'.o conhecidos serem maia 

resistentes a altas temperaturas que coni dioa. Expoaiçã o de 

o 

suspensão aquosa de ascoaporoa dormentes a 53 C por 15 minutos, 

o 

ou a 70 C por 1 minuto, aumenta a germinação. Em contraste, 

o 

coni dias expostos a 53 C por 30 minutos aã'.o mortos. Ascoaporoa 

sobrevivem maia que coni dios em "pelleta" de alginato com Pyrax. 



35 

como ingrediente inerte, tendo apresentado melhor sobrevivência 

no campo e ser maia compati vel com fungicidas que coní dios 

( KATAN, 1985) . 

FRAVEL et al. ( 1986) medindo parametros fi sicos 
, 

quimicoe , e biológicos de 25 solos, encontraram 5 relacionados 

a aobrevivência e proliferação de T. flavus em análise fatorial 

multivariada. Estes parâmetros foram troca de capacidade 

catiônica; concentração de potássio, s6dio e zinco e total de 

população bacteriana no solo. Um aumento no nivel de potássio 

no aolo aumentou a sobrevivência de T. flavus (5,12-74,68ppm). 

Potássio é um macronutriente necessá.rio para o crescimento de 

fungos exercendo suas funç�ee em atividade enzimática, 

metabolismo de carboidratos, balanço iônico.O potássio afeta 

diversos processos como formação de oog5nios e proteção contra 

a radiação solar. A absorção de potássio é ativa e ocorre 

contra um gradiente de concentração de 5.000:1. Um aumento no 

n1 vel de s6dio ocasiona decré acima no crescimento de T. flavus. 

Um aumento na concentração de 
-3

Zn(0-1,7x10 ) proporciona 

aumento na proliferação de T. flavus. Zinco é essencial para 

todos os fungos porque é constituinte ativador de muitas 

enzim.aa e muito importante na regulaç�o de meta'bó,litos 

secundários em algumas espécies. A natureza dos efeitos da 

população bacteriana não era conhecida por ocasião deste 

trabalho. As bactérias no solo podem aumentar ou suprimir 

população de T. flavus , portanto, o efeito pode ser positivo 

ou negativo, direto ou indireto. Isto pode ser exemplificado 

com Pseudo1IJOnas fluorescena produtoras de sider6foros que 
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melhoram a aquisição de 

ferro. Embora tanto o 

ferro em ambientes deficientes em 

ferro como P. fluorescena estejam 

relacionados com sobrevivência do antagonista, 

análogo pode ser responsável pelo envolvimento da 

sobrevivência de T. flavus. 

um complexo 

bactéria na 
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3.MATERIAL E �TODOS

3.1.Local Da Investigação 

Os experimentos foram conduzidos nos laboratórios 

de Fitopatologia, Química analitica, FormulaçBes e Casa de 

Vegetação, do Centro Nacional de Pesquisa de Monitoramento e 

Avaliação do Impacto Ambiental (CNPMA )/HMBRAPA , Jaguariúna, 

S.P., Brasil.

3.2. Hospedeiro Teste 

Na execução 

cultivar de berinjela 

dahliae. 

3.3. Linhagens 

doa experimentos foi utilizada 

(EMBU/AGROCERES). auacet1 vel a 

a 

V. 

Foram utilizadas aa linhagens de Talaromyces flavus 

e VerticilllUl/1 dahliae pertencentes a micoteca do CNPMA/ 

EMBRAPA. 

Utilizou-se uma linhagem de V. dahliae (procedente de 

Campinas), isolada de berinjela. 

England.UK. 

As linhagens de T. flavus foram: 

IK- "International Mycological Institute .. ,Eghan, 

IR-Instituto de micologia de Recife 

IG-Isolado de solo de Piracicaba-SP 

T22;T30- Biótipos originados de IK ap:,o irradiação 

com luz ultra violeta, para caracteri stica morfológica. 

T4-Isolado de rizosfera de berinjela(sendo 

identificado pela Fundação Tropical André Toaello). 

3.4.Meioa de cultura e soluçBes utilizadas 
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Os meios de cultura e solu;:ões utilizadas foram 

esterilizadas em autoclave por 20 minutos a 121 ºe com exceção

das substâncias que sofrem efeito de altas temperaturas e /ou 

aquelas que não necessitam esterilização, as quais estão 

citadas na metodologia. 

A incubação 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 

Glicose 

1000 ml 

20 g 

Para a obtenção do caldo, 200 g de batata foram 

cozidos por 15 minutos em água destilada, sendo o volume final 

completado para 1000 ml. Para o preparo do meio e,:,lido 20g de 

á.gar foram adicionados (Meio de BDA). 

3.4.2. Solução de "Tween -80"( 0,1 % V/V) 

"Tween -80" 

Ãgua destilada 

0,1ml 

99,9ml 

o 
a solução foi autoclavada e mantida no refrigerador a 4 C. 

3.4.3. Solução salina ( 0,85% p/v) 

NaCl 

Ãgua destilada 

3.4.4. Solução de Giemaa 

Giemaa 

Glicerina 

Metanol 

8,5g 

1000,0ml 

1,0ml 

66,6ml 

66,6ml 
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Misturou-se o giemaa com glicerina a 60
°

c durante 

30 minutos a 2 horas. Após resfriamento , foi adicionado a 

metanol. Filtrou-se a solução corante que foi armazenada em 

frasco escuro à temperatura ambiente e 

aix,s preparo. 

utilizada 72 horas 

3.4.5.Solução de albumina 50% ( TANAKA et al., 1979). 

Uma clara de ovo foi colocada em um becker e 

picotada vagarosamente com tesoura durante 1 hora. Filtrou-se e 

ao filtrado adicionou-se glicerina (v/v) e cristais de cânfora. 

A solução foi mantida em refrigerador a 4 ºe. 

3.4.6. Solução tampão fosfato pH 7.0 

solução A: 

Na.2I-IP0412HzO 

Água destilada 

Solução B: 

Água destilada 

3,73g 

1000,0ml 

2,4g 

1000,0ml 

A solução A foi misturada com a solução B na 

proporção de 7:3., o pH foi ajustado para 7,0 e a mistura 

conservada em refrigerador a 4
°

C. 

3.4.7. Solução Estoque de Acrilamida 

Acrilamida 

N,N metilene-bis-acrilamida 

Ãgua destilada 

75,0g 

2,0g 

250 ., 0g 

o 

A solução foi filtrada e mantida a 4 C. 

3.4.8.Tampão do gel separador pH 8., 9. 

Tris-base 

Ãgua destilada 

47,75g 

60,00ml 
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O pH foi ajustado para 8. 9 com HCl lN, e o volume 

completado para 100ml com HzO 

3.4.9. Tam�o do gel empilhador pH 6.8 

Tris-base 

Ãgua destilada 

7,475g 

60,000ml 

O pH foi ajustado para 6,8 com HCl lN, e o volume 

completado para 100 ml com agua destilada. 

A solução foi conservada sob refrigeração. 

3.4.10.Tam�o do tanque 

Tris 

glicina 

Ãgua destilada 

63,2g 

39,9g 

1000,0ml 

A solu;:ão foi filtrada e armazenada à temperatura 

ambiente, no momento do uso este tampão foi diluido 1:10 em 

água destilada. 

3.4.11.Tam�o da amostra 

Glicerol 

Tampão do gel empilhador 

Azul de bromofenol 

5,0ml 

2,5ml 

cristais 

O volume foi completado para 25 ml com á.gua 

d til da -20
º

c. es a e armazenou-se a 

3.4.12.Gel separador a 10% 

Tampão do gel separador 

Acrilamida 

Água destilada 

Peraulfato de amonio 10% 

3,0ml 

10,0ml 

16,8ml 

0,225ml 
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O gel foi preparado no momento do uao. 

3.4.13. Fixador PAGE (esterase) 

Soluç�es substratos 

a-naftil acetato 1% em aolu;:ão aquosa de acetona 50% 

�-naftil acetato 1% em aolu;ão aquosa de acetona 50% 

3.4.15.Corante-esterase. 

"FAST-BLUE,RR" 

Tris-hcl 0.5MpH 7.1 

a-naftil acetato

�-naftil acetato 

Ãgua destilada 

3.5.Fungicidas. 

Benomyl: 

50,0ml 

5,0ml 

0,75ml 

0,75ml 

45,5ml 
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Nome quimico: 1-(butilcarbamoil)-2-benzimidazol carbam.ato 

de metila. 

Produto comercial: Benlate 500 ( 50% principio ativo). 

Iprodione: 

Nome qu.imico: 3. (3.5- diclorofenil)-n-(1-

metil-etil)-2,4-dioxo- 1-timidazolina carboximida. 

Produto comercial: Rovral ( 50% principio ativo). 

Thiabendazole: 

Nome quimice: 2-( tiazol-4 il ) benzimidazol. 

Produto comercial: Tecto 600 (60% de principio ativo) 

Quintozene (PCNB) 



Nome qui mico: pentacloroni trobenzeno 

Produto comercial: Plantacol (75% Principio ativo) 

Propiconazole: 

Nome quimice: 

1-(2-(2,4-diclorofenil)-4-propil-1,3-dioxolan-2-il-metil]­

lH-1,2,4 triazol 

Produto comercial:Tilt( 25% principio ativo) 

Dicloran: 

Nome químico: propileno-bis-ditiocarbamato de zinco 
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Produto comercial: Antracol pó molhavel(70% de principio 

ativo) 

Chlorothalonil: 

Nome quimico:tetracloroisoftalonitrila 

Produto comercial:Daconil 500 SDS(50% de principio ativo). 

Dodine: 

Nome químico: 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 antagoniamo em confrontação direta das linhagens 

de T. flavus contra V. dahliae 1n vi tro . 

Os biótipos 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 diâmetro, contendo micélio de V. 
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dahliae � foram transferidos para placas de Petri ( de 9.0cm 

de diâmetro) contendo meio BDA, a uma distância de 

aproximadamente 2.0 cm de suas bordas. 

o 

Esse material foi incubado durante 48 horas a 25 C, 

sob luz alternada. Em seguida, discos de 0,7 cm de diâmetro, 

contendo micélio e esporos das 6 linhagens, foram transferidos 

para as placas em posição oposta à colônia do patógeno e 

assim, mantida durante 14 dias na presenÇ a de luz fluorescente 

cont1 nua a 25
° 

C. 

As avaliações foram feitas baseando-se no critério 

de CAMPAROTA(1985), sendo: 

%C=DTx100 

DE 

onde, 

DT= Distância (cm) percorrida sobre o eixo que lisa os 

dois explantes e, 

DE=distância que separa os dois explantes (aproximadamente 

4.0 cm) 

Cada tratamento foi repetido 4 vezes e o delineamento 

experimental utilizado foi em blocos casualizados. 

3. 7 .Interação de hifas de T. flavus.

T. flavus foram crescidas em meio de BDA o teinpo

suficiente para ocupar uma parte da lami nula de vidro disposta 

anteriormente na posicã'.o frontal do in:,culo. As colónias foram 

+ o
incubadas a 25 -2 C sob luz continua, durante 7 dias.

A seguir, semeou-se um disco do patógeno na placa 

e, por ocasi�o do encontro das hifas sobre a lamínula, 

efetuou-se a retirada, coloraç�o com lactofenol e observações 
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microscópicas. 

Os isolados de Talaromyces flavus utilizadas foram 

IK, IG, IR, T4, T22, T30. 

3.8.Teste de antibiose das linhagens de T. flavus 

dahliae in vitro. 

contra V. 

O objetivo foi avaliar o comportamento das 

linhagens de T. flavus como antagonistas ao fitopat6geno V. 

dahliae. 

A metodologia usada consistiu em cobrir 

asaepticamente a auperficie da placa de Petri contendo meio 

extrato de malte com discos de papel celofane. A seguir, os 

discos de meio BDA, de 0,7 cm de diâmetro contendo micélios e 

conidioa de T. flavus, foram colocados no centro das placas, 

sobre a superfície do papel celofane (DENNIS & WEBBSTER, 1971b). 

As colónias foram incubadas por 7 dias , a 25 ºe, 

na presença de luz fluorescente continua. 

Em seguida, retirou-se o papel celofane juntamente 

com a colônia do antagonista. 

Discos de V. dahliae com 5 dias de crescimento, 

retirados das bordas das colônias, foram transferidos para o 

centro das placas. 

As placas foram levadas para a incubadora a 25
°

C ,

sob luz alternada. 

Ap:,s 5 dias de incubação, observou-se o diâmetro de 

crescimento das colónias, comparando-os com a 

crescida em ausência de T. flavu.s. 

testemunha 

A porcentagem de inibição foi calculada por meio da 



fórmula: 

% de inibição= 

Cresci.mento da testemunha - Cresci.mento do tratamento»oo 

crescimento da testemunha 
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O delineamento experimental foi o de blocos 

casualizados com 4 repetiçaes. 

3.9.Experimento em casa de vegetação ,interação em solo 

natural e esterilizado. 

3.9.1. Preparo do in6culo. 

Colocou-se 100 ml de milho pipoca pré-autoclavado em 

sacos de polipropileno 12 x 12 cm " adicionando-se 

10 ml de HzO destilada ,. e levou-se para esterilização em 

autoclave, a 120
°

C por 20 minutos em dois dias consecutivos. Em 

seguida , colocou-se 2 discos de BDA de 0 ,. 7cm de diâmetro 

contendo micélio e con.1 dios de V. dahliae ou T. flavus.

Para incubação, os sacos contendo V. dahliae foram 

mantidos a 25 ºe sob luz alternada, e para os antagonistas, a 

25
° 

C sob luz continua ,. até que · os grã:os 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 

conaecutivoa(Tabela 1). 
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Tabela l_ Solo de floresta: Análise química da amostra de aolo
1 

---------------------------------------------------------------,

PH 
Cact 2 

m.o. P s-so4

� ug/cm3 

6,0 21 6?,80 0,23 1, 6 O,� S,7 16,6 2,S 18,� 12 62 

1.Aa análises qui micas foram realizadas pelo Departamento de 

Ciência 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 

linhagena<IK, IG, IR, T4, T22, T30) de T_ flavus sobre a 

incidéncia de murcha de VerticilliWll, em berinjela.,em Bolo 

natural ou esterilizado,o e:xperimento foi feito em vasos com 

capacidade para 3 kg de solo. 

A inoculação doa biótipos foi feita por ocasião do 

plantio, sendo colocado 100 g de inóculo preparado segundo o 

item 3 _ 12. 1. a uma concentra;� o de 10
8 

coni dios de Talaromyces 

flavus e 1, 75 x 10
10 

con.1. dioa de V. dahliae. Utilizou-se 0,2 g 

de benomyl por vaso. 

A avaliação consistiu da verificação da severidade 

da doença em escala de notas de 0 a 3, O valor 0 consistiu de 

plantas totalmente sadias; 1, plantas sadias mas com 

descoloração no xilema; 2, clorose, definhadas e parcialmente 

com descoloração do xilema; 3, plantas murcha, mortas. 

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

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

casualizados com 3 repetiçôes e quatro plantas por repetição. 

3.10.Crescimento em meio BDA 

Com o objetivo de estudar a esporulaÇão, 

crescimento e coloração das colônias das linhagens de 

Talaro111Yces, cultivou-se inicialmente as colônias em meio BDA, 

e a�s 14 dias de incubação, discos de meio contendo micélio e 

co:rúdios com 0,7 cm de diâmetro , foram retirados das margens 

das colónias e transferidos para placa de Petri contendo meio 

BDA. 

Foi determinado o diâmetro de crescimento, no 14
° 

dias de incubação, quando observou-se a esporulação, a 

coloração e a presença de setores nas colónias. A incubação 

o 
deu-se à 25 C sob luz fluorescente continua. 

O delineamento foi em blocos ao acaso com três 

repetiçeíes. 

3.11 .Producão de micélio seco de T. flavus IK. 

Visando a obtenção de um produto a base de micelio 

de T. flavus , para posterior formulação, foram testadas meios 

de composição conhecida e meio constituido de reaiduos 

industriais . O fungo foi cultivado em agitador mecânico ( a 

o 

120 rpm a 28 C) em frascos ( Erlemmeyers de 250 ml) contendo 

100 ml de meio de cultura por 8 dias consecutivos. O 

delineamento adotado foi o inteiramente casualizado com 3 
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repetiçeíes. Ap:::is o crescimento , o micélio foi filtrado e 

lavado 2 vezes 
o 

com água destilada e seco em estufa a 45 C por 

8 dias consecutivos. A avaliaç�o consistiu em aferir a massa 

seca doa respectivos tratamentos. 

3.12. Produção de metab6litos 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 

ºe. 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 patógenos de 

solo. O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado com 

4 repetiçeíes. 

3.13.Determinaçao de meio semi seletivo à T. flavus. 

3.13.1. Reação de sensibilidade de linhagens de T. 

flavus aos fungicidas benomyl, chlorothalonil, dicloran, 

iprodione, sporta.k, dodine, rosa bengal, propiconazole. 

O objetivo foi verificar o comportamento das 

linhagem IK de T. flavus nas concentraçêSes 0, 1; 1,0; 10,0; 100 

ppm do principio ativo doa fungicidas. 

A colônia da linhagem selvagem IK foi cultivada 

inicialmente em BDA e ap:::ia 14 dias de incubação , sob luz 

continua, e 25 ºe, discos contendo micélio e coni dias ,. com 

0,7cm de diâmetro foram retirados da margem das colónias e 
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transferidos para Placa de 

suplementado com fungicida. 

Petri contendo meio basal 

O meio de cultura com fungicida foi preparado 

dissolvendo-se o produto em acetona (5,0ml), quando 

necessário, e completando-se o volume com água destilada 

esterilizada ( solução estoque) de acordo com a técnica de 

JIDGINTON et al. (1971), modificada por MENTEN et al. (1976). a 

partir desta eolu:;:ão foram feitas diluiçaes, transferindo-se 

uma ali quota de 1,0ml de cada suspensão para 100 ml de meio 

basal fundente (�45°C) de maneira a obter-se 

desejadas para cada fungicida. 

as concentraçaes 

o A incubação deu-se a 25 C, sob luz fluorescente continua. 

A avaliação consistiu de: 

Cálculo da porcentagem de redu:;ão de crescimento das 

colônias (RC%), utilizando-se a fórmula: 

RC%= (DT-CTF)_DP xl00, onde: 
DT 

DT ,  diâmetro médio da testemunha e CTF é o total de 

crescimento da colônia ( em cm) nos tratamentos. 

A medida do diâmetro das colônias em crescimento 

foi efetuada 10 dias ap:,s a instalação do experimento. 

O delineamento 

casualizados com 4 repetiçaes. 

experimental foi o blocos 

3.13.2.Senaibilidade de fungos isolados de solo a 

fungicidas. 

O objetivo foi verificar o comportamento doa 

fungoa,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 às 

concentrações determinadas no item 3.13.1.(1,0; 0,1; 0,1; 0,1; 

1,0; 0,1; 10,0 respectivamente). 

O critério de avaliação foi o mesmo do item 3.13.1. 

3.14. Encapsulaç:à"'.o de conidios e micélio de T. flavus.

Os coni dias 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. Após o que repicou-se dois discos de 7 mm de 

diâmetro, dos bordos das colônias, do antagonista. A incubação 

deu-se a 25
°

C sob luz continua por 14 dias. 

Os coIÚ dias de T. flavus foram extraidos do meio de 

cultura �lido e utilizadas na formulação em "pellets". A 

concentração de esporos na suspensã:o foi aferida com auxilio de 

câmara de Neubauer. 

Adotou-se pectina a 2%, alginato a 1% e 10% caulin 

como carregador e cloreto de cá.leio a 3,7% como solução 

geleificante. Esporos e células foram adicionados a

concentração 2X10
4 

conidios/ml sendo que a concentraç�o por 

'"pellet'" estimada para o presente ensaio pode ser convertido 

pela fórmula: 

!5 

Número de coni.dios/pellet=1.298x10 __ conidioa_ 

P.lg "pellet'"

P=número de "pellets"/g 
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O delineamento adotado foi o fatorial com quatro 

ni veis sendo os fatores tipos de poli meros ( alginato e pectina 

ci trica), tipos de propágulos (micélio, micélio + esporos, 

esporo), condição de armazenamento ( temperatura ambiente e a 

4
° 

C) , tempo ( armazenamento) e uma variável resposta, 

viabilidade.Avaliou-se a viabilidade por meio de plaqueamento 

de 20 "pellets" em BDA acrescido de estreptomicina e 

incubando-se por 7 dias sob luz continua a 25 
o 

Cada 

tratamento constou de duas repetiçaes. 

3.15.Caracterização citologica das linhagens de T. flavus 

Foram realizadas observações citológicas da 

coloração de núcleos, estimando-se o námero de núcleos por 

coIÚ dioa e aacoeporoa e tamanho ( comprimento e largura ) doa 

mesmos pelo método de TANAKA et al.(1979). Para estes estudo, 

os biótipos foram previamente cultivados em BDA por 14 dias 

o 
sob luz continua a 25 C, para produ:;:ã'.o de coní.dios, e no 

escuro para Aecosporoa. 

Foram avaliadas 50 conidioa e aacosporoa de cada 

biótipo. 

Conidioa e aacosporos dos referidos biótipos foram 

aderidos às lamínulas usando-se solu;ão de albumina, 

utilizando-se para fixação, uma solu;:ão de álcool- ácido 

acético 3:1, durante 30 minutos, à temperatura ambiente. A 

hidratação foi efetuada por tratamento sucessivo em álcool, 95% 

e 70% procedendo-se em seguida, a hidrólise em ácido 
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clorídrico lN a 60
°

C, variando o tempo de hidrólise de acordo 

com a linhagem. 

Os conf. dios e ascosporos foram corados por imersão 

em solução de Giemsa diluida de 1:6 com tampro fosfato 0,02 M 

pH 7,0, durante 10 a 15 minutos. O excesso de corante foi 

retirado por lavagem com o mesmo tampro. Para observaçeiea 

microscópicas foi utilizado o microscópio CARL ZEIS {JENA) , 

modelo JENAMED2 , associado ao sistema fotomicrografico 

MF-AKS, modelo 24X16 EXPOHET ,. quando necessário. 

3.16.CaracterizaÇão para padrão de esteraae 

Com o objetivo de verificar a diversidade genética 

das linhagens IK, IG , IR, T4 , T22, T30 utilizou-se a 

metodologia apresentada por PACCOLA-MEIRELLES et al. (1988) na 

extração de proteinaa , preparo das amostras e do gel de 

acrilamida para eletroforese. 

Os geia de poliacrilamida foram retirados da placa 

e incubados em solUÇão corante , à temperatura ambiente até as 

bandas aparecerem. Posteriormente , os geia foram lavados em 

água e fixados em solu;ão aquosa de glicerol 10% para revelação 

da atividade de esterase. 



53 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1.Teate in vitro com linhagem de Talaro11JYces flavus e 

VerticilliUlll dahliae. 

4.1.1. Antagonismo de confrontação direta de linhagens de 

T. flavus contra V. dahliae

Pode-se observar que o T4 e T30 apresentaram oe 

melhores reaultados quanto a porcentagem de colonizar;:ão(Tabela 

2 ). 

Tabela 2. Antagoniamo de confrontação direta de linhagens de 

Talaro111Yces flavus contra VerticilliUlll dahliae. 

li.nha.gem 

T4-

T90 

II<: 

IR 

IO 

T22 

e o t oni. z a.ca.o :1 
medi.a. (%}

1.00,00 

s>S,70 

dd, !55> 

c:ic:i,!5S> 

dd, ::i9 

!50,00 

a. 
a. Â 

b e 

b e 

b e .

b B 

Médias de 4 repetiç5es obtidos através da porcentagem de 

colonizaçâ'.o (%C), segundo CAMPAROTA ( 1985). 

Médias seguidas de meama letra não diferem entre si para 

comparação de % de colonização a ni vel de significância 

indicado. 

D.M.S.1%= 2.0322



4.1.2.Teete de antibiose de linhagens de T. flavua 

contra V. dahliae. 
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Quanto ao teste de antibiose verificou-se que a 

produção de metabSlitoa tóxicos variou amplamente entre as 

linhagens ensaiadas e dentro doa mutantes morfológicos de T. 

flavus(Tabela 3) _ 

A linhagem IG mostrou-se excelente produtora de 

antibióticos visto que apresentou porcentagem 

inibição, seguida da linhagem T4. 

BUperior de 

Tabela 3. Teste de antibiose de linhagens de Talaromyces flavus 

contra VerticilliUIII dahliae. 

Linhagens 

IG 

T4 
IK 
IR 
T22 
T30 
TEST 

inibição de crescimento(%) 

75.2800 A 
73.0925 B 
25_0000 e 

25_0000 e 

0.0000 e 

0.0000 e 

0.0000 e 

Médias seguidas de mesma letra �o diferem entre ai para 

comparaç�o de colonizaç�o a ni vel de significância indicado. 

D.M.S.1%= 2.0322

A partir deste ensaio foi poaaivel detectar os 

melhores produtores de metab:>litos em meio de cultura. Entre 

os mecanismos de antagonismo de T. flavus contra V. dahliae
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está a antibiose (MAROIS et al., 1984) inibindo o crescimento 

do patógeno ou atuando na morte de estruturas de resistência 

como escler6dios e microescler6dios ( FAHIMA et al., 1992; 

MAROIS et al, 1984) sendo que ,. a toxicidade do mesmo tem sido 

atribuída a glucose oxidase (KIM et al.,1988) e enzimas 

degradadoras de parede (MADI et al., 1989) 

4.1.3. Interação de hifas de T. flavus e V. 

dahliae. 

Para o estudo da interação de hifas doa dois fungos 

foram feitas observaç�es microsoSpicas por meio 

de lâminas em culturas pareadas. 

de montagens 

Tabela 4. Interação de hifaa de Talaro111Yces flavus e 

VerticilliU111 dahliae. 

---------------------------------------------------------------

LLnha.gem Tipo de p«rasitlamo 

de ----------------------------------------------------
conta.to 

T. flavus Enovelamento Li.se vacuotise rede ganches 
i.ntimo 

T4 o 

T22 o 

T90 o 

J::K o 

i:a o 

IR o 

Oba: 0= não ocorrem 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

+ = ocorrem 

+ + o o 

o o o o 

o + o o 

o + o o 

o o o o 

o + o o 

Não foi observado crescimento pararelo de hifas de 

T. flavus e V. dahliae nas linhagens ensaiadas ,. nem 

estruturas semelhantes a ganchos ,. em direção aos feixes de 

hifas do hospedeiro. nem a formação de rede de hifas do 
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hospedeiro ou enovelamento e contato intimo. Apenas lise e 

vacuólise foram observadas em poucas linhagens(Tabela 4). 

DENNIS & WKBSTER (1971) observaram que a 

vacuolização e lise ocorre frequentemente devido à produção de 

antibióticos no gê-nero Trichoderma. A observação de ocorrência 

de vacuólise e lise confirmam que antibiose por meio de 

metabólitos tóxicos e enzimas deva ser o principal mecanismo 

pelo qual T. flavus efetua o controle de pató genos do solo. 

Enzimas hidroli ticas produzidos por T. flavus além de degradar 

hifas de uma gama de fungos patogênicos podem destruir 

possuem estruturas de resistência como escleródios, que 

camadas ri gidas de melanina { ELAD et al., 1984). 

Segundo MACLAREM et al. ( 1986) , a invasão por T. 

flavus em S. sclerotiorU/ll ocasiona a agregação do citoplasma.

e numerosos grânulos finos ,. estendendo o efeito às células 

adjacentes. Frequentemente a desintegração do citoplasma ocorre 

anteriormente ao evento de penetração dentro da célula 

hospedeira. Observa-se o enovelamento do hiperparasita ao redor 

da hifa do patógeno em estádios tardios que torna-se bastante 

profuso contrastando com o observado em V. dahliae. 

A eficiência do agente de controle de fitopatógenos 

pode depender parcialmente de sua capacidade para proliferar 

durante um curto peri odo de tempo das condições ambiente 

favoráveis antes de encontrar o patógenos de plantas. Um 

crescimento mais rápido e esporulação podem significar melhor 

eficácia no campo_ Assim embora T. flavus tenha 

sclerotiorUlll, o controle eficiente depende 

atributos. 

parasitado S. 

de outros 
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ADAMS(1989) ensaiou oito antagonistas relacionados 

a escleródios de Sclerotinia de três diferentes modos em solo, 

a fim de determinar alguns dos atributos importantes no 

controle biológico de patógenos de solo. P. ci trinum,, T. 

flavu.B:, G. virens:, Trichader.ma. spp. não reduziram a 

sobrevivência· de eacleródios de S. minar em cada um doa três 

experimentos. Apenas S. clerotivorum e T. oligantrum foram 

capazes de causar uma marcada redu;ão na sobrevivência de S. 

minar quando esporos do antagonista foram adicionados ao solo. 

Estes micoparasitoa foram ativos quando aplicados a nivel de 

10-14 esporos 

antagonistas 

superioridade 

por 

foram 

grama de solo, 

inefetivos a 

enquanto que outros 

6 7 
10 -10 esporos/ml. A 

destas duas linhagens foi atribuida a 

macroconi dios que foram capazes de germinar em solo quando 

estes estavam adjacentes ao eecleródio de Sclerotinia epp. Os 

macroconi dios foram capazes de infectar o escleródio, causar o 

seu decaimento, e ,  dando continuidade ao processo, crescendo 

no solo e infectando escleródios saudaveis. Uma vez que hifaa 

dos antagonistas foram observadas por ocasião da coleta dos 

escleródios conclui-se que os 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 paraai tica em solo não 

esterilizado varia positivamente com a capacidade competitiva 

saprofitica. O micoparasita deve ser capaz de infectar e 

destruir o fitopatógeno além de crescer em solo natural e 

infectar propá.gulos saudáveis do patógeno. 
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4.2.Experimento em casa de vegetaÇão 

4.2.1 Teste de antagonismo I: Infestação do solo com V. 

dahliae em solo esterilizado. 

A capacidade de agentes de biocontrole serem 

efetivos no controle de doenças de plantas pode ser limitada a 

vários fatores, tais como: sobrevivência no solo e na 

rizosfera, pH, temperatura, agressividade do patógeno, 

suscetibilidade do hospedeiro, umidade e qualidade da base 

alimentar, entre outros. 

Embora V. dahliae seja favorecido por temperaturas 

amenas, o que propicia um aumento de severidade da doen;a, este 

fato �o prejudicou o biocontrole nas condiç�es do experimento. 

Infestar o solo com o patógeno é uma forma de expor 

drasticamente os tecidos da planta hospedeira ao patógeno, 

pois, com o transplante das mudas, parte doa pelos radicularea 

e rai. zes secundá.rias são rompidas. Desta maneira ,. a penetração 

do pat6geno foi favorecida pela ausência de barreiras f1aicaa 

no hospedeiro. 
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Tabela 5 Severidade da doen;a em plantas de berinjela 

inoculadas com Verticillium dahliae nos 

Talaromyces flavus em solo eaterilizaodo. 

Tratamentos com 

Tro.la.mentos 

Testemunho. 

II<: 

IO 

T22 

< i.nocuto.do.> 

i. 
nota.e 

2.6667 

2.0833 

2.0000 

2.0000 

A 

A 

A 

A 

QUJ:Ml:CO (benomy l > 2.0000 A 

IR 1.0000 D 

T30 0.6667 BC 

T4- 0.0000 e 

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre ai ao n1 vel 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 descoloração no xilema 

2 clorose , definhadas e parcialmente com desco­

loração 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 

apresentar..am menor severidade da doença. Isso pode ser 

atribuido a produção de metab6litoa pela linhagem T4 e com 

menor destaque por IR, em quantidades suficientes no solo e 

posterior difusão doa mesmos no solo, uma vez que estas 

linhagens foram as melhores no teste de antibiose. Mas T30 não 

se destacou na produção de metab:Slitos "in vitro", entretanto 

apresentou resultados semelhantes ao T4 em confrontação com o
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pat6geno, assim a sua eficiência em controlar o 

ocorreu provavelmente por outro mecanismo 7 ou 

competição. 

patógeno 

aeja a 

Embora tenha sido verificado que T. flavus reduz a 

população de microeacleródios viáveis de V. dahliae em condição 

de campo ( FRAVEL , 1984) e a produ:;:ã'.o de meta�litoe tenha 

explicado em parte esta redução 7 observamos que as linhagens 

podem diferir, quanto ao mecanismo mais importante no controle. 

4.2.2 .Teste de antagonismo II. Infeata:;:ão com V. dahliae 

em solo não esterilizado. 

Pode-se observar pela Tabela 6 que a severidade 

da doença nesse ensaio foi menor que a do ensaio anterior. 

Provavelmente isto pode ter ocorrido devido à competição tanto 

do antagonista quanto do patógeno com a microbiota naturalmente 

existente no solo. 

As linhagem IG e T4 produziram efeitos que 

resultaram na menor severidade da doe:nç:a(Tabela 6). 

O tratamento quimico �o foi eficiente no controle 

da doença, pois :nã'.o foi diferente da testemunha inoculada. 

Atribuiu-se o sucesso do biocontrole neste ensaio a 

presença de antagonistas no solo, pois 

ensaiadas foram capazes de colonizar raizes do 

foram detectadas no solo por ocasião da 

experimento. 

as linhagens 

hospedeiro 

avaliação do 

e 
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Os antagonistas que apresentaram maior porcentagem 

de inibição no teste de antibiose foram também melhores neste 

bioensaio(Tabela 3 e 6 ). 

Pode-se observar que a linhagem T4 apresentou a 

melhor redução da severidade da doen:;:a tanto em solo 

esterilizado como em solo não esterilizado, o que pode ser 

devido à produção de metab:Slitos e boa competitividade da 

linhagem no solo e na rizosfera (Figura 1). 

Tabela 6 .Severidade de doen;;:as na intera:;:ão entre TalaroIDYces 

flavus e Verticillium dahliae 

esterilizado). 

Tratamentos 

T30 

Benomyl 
Testemunha.<inocuta.da.> 

T22 

:IK 

IR 

testemunha(sem inoc.) 
T4 

IO 

1 
nota.s 

t.!5811 

1.!5811 

.t.!581:t 

.t. !52!54 

1.224-7 

1. 0!52:l

1.0!521 

o. 707 :l

0.?071 

em solo natural( não 

!5911 

a. 

o. 

a. A 

a AB 

ab AB 

bc BC 

bc BC 

e e 

e e 

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel 

de aignificancia indicado.pelo teste de Tukey. 

D.M.S. 5%= 0.41389 D.M.S.1%= 0.50723

1-Escala: 0 

1 

plantas sadias 

plantas sadias mas com descoloração no xilema 

2 clorose, definhadas e parcialmente com 

descoloração no xilema. 

3 plantas murchas e/ou mortas 
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Figura 1. Severidade de doenças na interação da linhagem 

de Talaromyces T4 com VerticilliUJD dahliae_ a) V_ dahliae 

b) V_ dahliae + Talaromyces T4 _
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4.2.3. Influência da interai;::ão 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.Influência entre Talaromyces flavus e VerticilliUlll 

dahliae no desenvolvimento de SolanUlll melongena L. 

Linhagens Peso de matéria seca (g) 

P. aérea Raiz 

Altura 

---------------------------------------------

T4 0,7200 A 1,2658 A 11,7500 A 
IR 0,2626 B 0,2626 B 0,4358 BC 

T30 0,2041 B 0,2133 e 5,6660 e

IK 0,2600 B 0,4258 BC 7,5410 BC 

IG 0,5026 AB 0,7250 B 8,7910 B 
T22 0,1291 B 0,2016 e 6,4580 BC 

Benomyl 0,2925 B 0,4100 BC 6,1660 BC 

Testemunha 0,1833 B 0,2966 e 6,1660 BC 

Branco 0,3325 AB 0,3875 BC 6,0300 BC 
---------------------------------------------------------------· ... 

Mé-dias seguidas de mesma letra :m(o diferem entre si ao n1 vel 
de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey. 

D.M.S. raiz= 0,43958
D.M.S.P.aérea= 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 

interação benéfica entre esta linhagem e a microflora existente 

no solo. As interaçeies entre outras linhagens e o patógeno �o 

resultaram em efeito no crescimento da planta hospedeira_ 

A promação de crescimento de plantas por bactérias 

ou fungos (BROWN ,. 1974a,1974b) pode envolver: a) Controle de

pat6genos secundários da rizosfera(BROADBENT et al, 1977;ELAD 

at al,1987, KLORPPER & SCHROT ,. 1981, SUSLOW & SCHROTH, 1982); 

b)Produção de horm:Snios (BAKER et al,1984; CHANG et al, 

1986,WINDHAN et al, 1986). c)Produção de vitaminas ou 

conversã'.o de materiais em formas úteis à planta (BARBER & 

LYNCH, 1977; BROWN, 1974a) d) Liberação de nutrientes do solo 

ou matéria organica (BARBER & ,LYNCH, 1977; BROWN, 1974a) 

e)Aumento da tranalocaç�o de minerais (BROWN, 1974a)

Provavelmente a interaçã_o com V. dahliae afeta a 

planta hospedeira via maia de um desses mecanismos A 

compreensão doa mesmos pode servir para a otimização do uso de 

fungos em induzir crescimento em várias culturas, 

agente do controle biológico_ 

4.3.Crescimento em BDA. 

e como 

As linhagens de T_ flavus crescidas por 14 dias sob luz 

o 

continua a 25 C apresentaram diferenças significativas quanto 

ao crescimento e esporulação em meio BDA (Tabela 8) _ 

A linhagem T4 é a de maior crescimento enquanto que 
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IG apresenta a maior esporulação dentre todas as linhagens 

utilizadas_ 

Tabela a.Crescimento (cm) e esporulação de 6 

de Talaromyces flavus em meio BDA_ 

linhagens 

li.nha.gem crescimento 
4 

Esporuta.ção <x10 esporos/mt> 

T4 B. 00. A. 0. 7!50 B 

:ro C:S. 00 B :l0. 000 A 

T90 4. !>0 e: 9.000 D 

nc 9. 76 D 1. 7 !50 B 

IR 3. 30 D 0. 875 B 

T22 2. 20 E 2. 12!5 B 

------------------------------------------------------------

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si ao nível de 

1% de probabilidade pelo teste de Tukey_ 

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

Estas duas linhagens apresentaram os melhores 

controles de Verticillium em solo não esterilizado, sendo que 

T4 provavelmente produziu antibióticos, produtos do metaboliamo 

secundário, mais rapidamente que as demais linhagens devido ao 

rápido crescimento. A linhagem IG, embora apresentando um menor 

crescimento ,. mostrou maior eeporulação, estes dois fatores 

poderiam ter contribuido para uma rápida produção de 

metab:ilitos secundários, e competição em solo natural, 

contribuindo para o controle da doença e crescimento de mudas 

de berinjela_ 
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4.4.Produção de micélio de T. flavus. 

O meio glucose levedura de indústria destacou-se na 

produção de matéria seca e glucose milhocina foi o que deu 

maior esporulação(Tabela 9). 

Tabela 9 • Produção de micélio seco pela linhagem Ik de 

TalaroJIJYces flavus em meios sintéticos e constituidos de 

reai duas industriais. 

MEIOS DE CULTURA 

** 

O. L. J:NDUSTRIA

O.MILHOCINA

M.MILHOCJ:NA

M. D. PEPTONA

O. N. AMONJ:O 

S.N. SOD:tO 

SABOURAUD 

EXT. L .D. PEPTONA 

e. D.

PESO DE MATERIA SECA ESPORULACAO 

O/ 100ml < X 5 X 10 ESPOROS /ml> 

O ,.P2d7 A 2 ,.50 B 

O ,6400 B :136,00 A 

O ,5967 BC c:s,oo B 

O ,4067 BCD 2,00 B 

o,3833 CDE o,75 B 

o
,.

s:1ss DE o,oo B 

o .,soes? DE 2,00 B 

o,zsoo DE o,oo B

O ,1200 E O ,!50 B 

Médias seguidas da mesma letra �o diferem entre ai pelo teste 

de Tukey a 1% de probabilidade 

D.M.S.1%= 0.2664

Desvio pacirã'.0=0.0930

Média geral= 0.4348

Erro padrão da média= 0.05337 

Coeficiente de variação= 21.40 

G= glucose L=levedura M=melaço D=dextroae 

N=nitrato S=sucrose Ext=extrato B=batata 

4.5 .Otimização da produ:;:ã'.o de propágulos 

O interesse em estudar a otimização de produção de 

propágulos está na utilização deste em formulações. Coni dioa e 

micélio podem ser usados em conjunto ou separadamente e 

posteriormente aplicados ao solo. 
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Os resultados mostram (Tabela 9) melhor produção de 

materia seca em meio de glucose levedura de indústria, e 

esporulação no meio glucose milhocina. 

Os resultados na Tabela 10 mostram que o pH tem 

efeito na produção de micélio se c o  por T. flavus ( linhagem 

IK) sendo que a partir de 72 horas de crescimento houve 

diferença significativa. 

Tabela 10 .Efeito de pH no crescimento e produção de micélio 

seco de Talaromyces flavus em glucose - milhocina. 

TEMPO DE PESO DE MZCELZO SECO 

CRESCIMENTO 

________________________ 
pH0=4,0 

_______________ 
pH0=6,0 

_________ _ 

24 o. 1.06? e a 0.0467 e a 
"ª º· ºªºº e a 0. 0900 e a
72 0. 3893 e b o. 1.499 eca
96 o. 3967 B b o. 2699 Ba 

1.20 O. CS593 A b O. 2CSCS7 Ba 

144 0. 6500 A b 0. 4733 Aa 

---------------------------------------------------------------

Média geral do ensaio= 0.2911 

Desvio padrão=0.0772 

Coeficiente de variação=26.5157 

D.M.5.1%= 0.1948 para comparação de tempo dentro de pH 

D.M.5.1%= 0.1301 para comparação de pH dentro de tempo de 

crescimento. 

Médias seguidas de mesma letra maiúscula não deferem entre ai 

a rúvel de 1% para comparação de tempos de crescimento. 

Médias seguidas de mesma letra minúscula não deferem entre ai 

a rú vel de 1% para comparação 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 P1b=4,0 permitiu maior 

crescimento. 

4.6. Extração de metab5litos. 

Os efeitos exercidos pelos metabólitos foram 

variáveis de acordo com 

patógenos, mostrando que 

aa linhagens ensaiadas 

podem ocorrer tanto 

e entre 

diferenças 

0B 

quantitativas como qualitativaa(Tabela 11). 

Esses metab5litos são termolábeis com ponto de 

fusão T4=22,8212 e IK= 21,77418(Determinado no laboratório de 

quimica analltica do CNPMA\EMBRAPA), fez-se necessária a sua 

conservação sob refrigeração. Principalmente devido a essa 

termolabilidade, PROKSA et al. (1992) estudaram a 

estabilização de uma das moléculas, o ácido 2-metil sorbico, 

através de bromoderivados. 

Aa medidas de controle recomendadas para o combate 

de patógenos de solo, em várias culturas, como 

terrenos infestados , rotação de culturas, 

fungicidas e uso de variedades resistentes 

inundaÇão de 

aplicação de 

não são muito 

eficientes quando estão 

escleródioa(GROGAN, 1979; 

presentes formas de resistência como 

BARROS, 1988) Assim , um método 

alternativo de controle seria o uso de linhagens de T. flavus

com caracteristicas de boa produ:;:ão de antibióticos e enzimas

de amplo espectro de ação. 
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Tabela 11 . Espectro de ação de metab5litos de Talaromyces 

flavus IK e T4 na inibição do crescimento micelial de 6 

isolados de fungos patogênicos. 

inibicao de crescimento micelial(%) Patógenos ---------------------------------------------------
IK T4 

SclerotiUIIJ rolfsii 21. 73 bA 52. 2 5 aA 

Fusarium solani {pep) 1d. 00 aAB 49. 11 aB

VerticilliUIIJ dahliae :13. 39 bAB 29. 27 aA

Rhizoctonia solani 6. 44 bBC 23. 19 aB

Sclerotinia sclerotiorU/IJ 5. 93 bBC 20. 68 aB 

Fusar1Ulll solani fsp phaseoli o. oo bc 20. !50 o.B 

----------------

Médias seguidas de mesma letra mai uscula nã'.o diferem entre si, 

para comparação entre patógenoa dentro de Talaromyces. 

Médias seguidas da mesma letra minúscula não diferem entre ai 

para comparação de Talaromyces dentro de patógenoa. 

D.M.S.1%= 13.32022

Além da inibição de crescimento micelial, foi 

estudada também a porcentagem de inibicão de S. rolfsii por 

metab5litoe tóxicos das linhagens IK e T4 de 

Tabela 28). 

T. flavus ( 
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Tabela 12 Porcentagem de inibição da germinação de escleródioa 

de SolerotiUIIJ rolfsii por metab,litos das 

Talaro111Yoes flavus IK e T4 

linhagens de 

concent ra.ção _____________ germi. nação - de - s._ rolfsii_ (%) -----

de mata.boli.tos T4 :IK aceto.to de etilo. 

3.00.0 96 o. o o. o 3.00.0 

50. 0 96 o. o o.o 3.00. 0 

10. 0 96 o. o o. o 100. 0

1. O !16 o. o 100. 0 100. 0 

o. :l 96 100. 0 :lOO. O :lOO, O 

o. o 96 100. 0 100. 0 100. 0 

- - -- --- -- - - - -- - - --- - ------ - - - - - ---------- - -- --- --- - - --- ------· 

A principal forma de atua;:ão de T. flavu.s na inibição de 

outros fungos é por meio da produ:;:ão de metab::,litos(FAHIMA & 

HENIS (1992) citados por MADI et al.,1992. 

Sabe-se que não há evidências de que os 

antibióticos sejam produzidos no solo em 

suficientes para induzir resultados efetivos no 

quantidades 

controle 

biológico de fitopatógenos { PAPAVIZAS , 1987). Entretanto uma. 

vez que houve controle efetivo pelas linhagens T4,IG e IR, os 

antibióticos e enzimas podem estar sendo produzidos em 

quantidades suficientes para se tornarem efetivas conjunta.mente 

com o mecanismo de competição. 

Muitas linhagens de T. flavus produzem antibióticos 

ativos contra uma certa faixa de fungos do solo. T. flavus tem 

sido efetivo contra Solerotinia solerotiorU/IJ ( MACLARHN et al. 

,1986), Rhizoctonia solani {BOOSALIS,1956) , SclerotiUIIJ 

rolfsii ( MADI & HENIS, 1989) , e na murcha de VertioilliUIIJ em 

tomate, berinjela e batata { DAVISET et al.!'1986; DUTTA, 1981; 

FRAVEL et al.,1986; MAROIS et al. , 1982). 

Muitas questeSea permanecem sem reapostas sobre a 
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natureza doa metalPlitos anti:fúngicos produzidos por T_ flavus 

e sua atuação no biocontrole. Há uma aparente necessidade de 

estudos interdisciplinares envolvendo microbiologistas e a 

qui mica de produtos naturais entre outras. Um esforço para 

caracterizar metabólitoa de linhagens promissoras, em agente de 

controle biológico é necessário. A questão se estes metabólitos 

são produzidos, e se sua atividade ocorre in vivo ou não, tem 

sido um desafio. Uma vez que os metab:>litoa antifüngicoa de T. 

flavus ( IG e IR) e T4 foram efetivos para a atividade de 

biocontrole, o conjunto de moléculas ativas produzidas por 

estas espécies poderia propiciar um modelo de sintasa de 

melhores fungicidas. Posteriormente, estes metabólitos 

poderiam ser selecionados para outras atividades biológicas, 

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

4.7 Determinação de meios semi seletivos para T. flavus 

Sensibilidade de T. flavus à fungicidas 

Para cercobin, dicloran, carbedanzim, 

benomyl,chlorothalonil ocorreu 100 % de redução no crescimento 

das linhagens a parti� de 10,0 ppm. Como é mais interessante a 

seleção de fungicidas que ocasionem menor porcentagem de 

inibição,foram selecionados àqueles que permitiram porcentagem 

de inibição menor que 45 %. ,. Assim dodine, propiconazole, 

aportak., R. bengal, dicloran , iprodione, benomyl, foram 

ensaiados para sensibilidade de fungos isolados de solo ( 

Tabela 32) , nas concentraçaes 1.0 ppm; 1.0 ppm; 10.0ppm ;0.1 
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ppm; 0.1 ppm; 0.1 ppm ; 0.1 ppm ,respectivamente. 

Tabela 13 .Sensibilidade de linhagens de Talaromyces flavus à 

fungicidas. 

-------------------------------------------------------------�

Fungicida _______________________ Dose_<ppm> __________________ _

o. 1 1. o .10. O 100. 0

---------------------------------------------------------------

Benomyl a151, 48'i'O bD ... 00,0000 CILÂ ... 00,0000 a.A d.00,0000 a.A 

Chlorothalonil 57, :1.059 bA :1.00,0000 aA :1.00,0000 a.A :l00,0000 aA

Dicloran :1.4,0191 cc 25,0000 bC 100,0000 aA 100,0000 aA 

Iprodione :lCS,61:1.4 cBC CS0,0000 bB 84,6099 aB 89,678 C5 a.B 

Sportak :lCS,6114 cBe 17,5878 cC 33,3330 bB 69,9998 a.e 

Dodine º · ºººº CD 0,00000 CD 30,0000 D 66,7590 a.e 

Rosa Bengal :1.8,1606 cBC 25,7619 cC 50,9608 e 73.5379 a.e 

Propiconazole 23,9.151 cB 28. 70680 cC 58,8506 ae 3d.:5240 bD 
·----------------------------------------------------------------

Médias seguidas de mesma letra minuacula não diferem entre ai 

para comparação de dose dentro de fungicidas ( teste de Tukey a 

1%). 

Médias seguidas de mesma letra maiúsculla :nã'.o diferem entre ai 

para comparação de fungicidas dentro de concentração ( teste de 

Tukey a 1%) 

D.M.S.1%= 6.38906 (para comparação de 

fungicidas) 

doses dentro de 

D.M.S.1%= 7.27163( Para comparação de médias de fungicidas 

dentro de doses) 

O critério para seleção de fungicidas foi baseado 

na sensibilidade diferenciada entre linhagens de fungos 

isolados de solo e de Talaromyces, sendo interessante a não 

inibição de TalaroJllYces mas sim , inibição 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 número foi 

superior no meio formulado através de reação de sensibilidade à 

fungicidas comparada ao utilizado por MAROIS et al.,,(1984) 

por ocasião da avaliaÇão da habilidade de T. flavus em 

colonizar a rizosfera e sua interação com V. dahliae. 

Tabela 14 .Sensibilidade de 4 espécies de fungos isolados de 

solo à cinco fungicidas . 

Fungicida ____________ �_de_reducao_de_crescimenlo_cm ____________ _ 

Trichoderma Rhizoctonia Talaromyces PenicilliUJ11 

DODINE 0,0000 bc 0,0000 bA 57, ?339 a.E 0,0000 bD 

R. BENOAL 0,0000 bC 0,0000 bA 35, 5454 aD 0,0000 bD 

ROVRAL 0,0000 bc 0,0000 bA 55,4i>i>i> aB 0,0000 bD 

DICLORAN 0,0000 bc 0,0000 bA 50,0000 a.e 0,0000 bD 

PROPI. ,,,,270 a.B 0,0000 cA 33, 9298 b.E 39,322!'> bc 

BENOMYL 0,0000 cC 0,0000 cA 27,7669 bF 82,6749 CLB 

SPORTAI<: 100,0000 a.A 0,0000 cA 61, 1099 bA 100,0000 a.A 

Médias seguidas da mesma letra maiúscula �o diferem entre si 

para comparação entre fungicidas dentro de espécies de fungos 

isolados de solo ( teste de Tuk.ey a 1%) 

Médias seguidas de mesma letra minúscula não diferem entre si 

para comparação de espécies dentro de fungicidas ( teste de 

Tukey a 1%). 

O principio de inibição seletiva ( TSAO, 1970) foi 

útilizado para desenvolver este meio semi seletivo. O alto 

nivel de fungicidas propiconazole, benomyl e aportak tolerado 

pela linhagen de T. flavus justificaram seu uso como 
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O desenvolvimento de um meio semi seletivo é 

importante para restringir o rápido crescimento da microflora 

natural do solo. T. flavusé isolado comumente com outros 

fungos de solo por ocasião da avaliação da população do 

antagonista e do patógeno. 

Quando os fungicidas são usados em combinação ,. pode 

ocorrer sinergismo ou antagonismo entre certos compostos 

prevenindo o sucesso da quantificação e monitoramento de 

organismos desejáveis ( TSAO, 1970). Um exemplo de sinergismo 

pode ser exemplificado com rosa bengal e benodanil onde há 

necessidade da redução da concentração deste último, pois o 

composto torna-se ma.ia inibitório quando em conjunto com o rosa 

bengal. 

Embora as posai veia combina.çêíea não 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.Encapsulação de con.1 dioa de T. flavus.

Dentro das condiçe:íes de armazenamento à 4 ºe ,. os 

parametroa avaliados não diferiram entre si à ni vel de 1% de 

probabilidade. Em temperatura ambiente , houve diferenças a 
o partir do 5 m§oa de armazenamento, entre os polímeros de alginato 

e pectina, quando o propágulo utilizado foi o esporo. 

Uma vez que o efeito exercido pelos tipos de 

polimero foram semelhantes entre ai, quando utilizou-se micélio 

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

4.9. Caracterização das linhagens de T. flavus

4.9.1.Caracterização citológica. 

Foram analisadas 50 conidios de cada biótipo. 

Linhagens com esporos uninucleadoa conatituemum. material 

propicio para futuros 

obtenção e seleção de 

estudos genéticos , uma vez que 

mutantes é facilitada a partir 

conidios e ascosporoa uninucleados (Figa. 2 e 3). 

a 

de 

O tamanho doa aacosporos (3,00 a 4,00 vm) 

está de acordo com o descrito por STOLK & SAMSOM (1972). Oa 

esporos de T4 são menores que o descrito (2,2-3,5vm) T30, IK e 

IR apresentam dimensões em concordância com a literatura .. 



TABELA 15. Tamanho de corú dios, aacosporos e frequência de 

núcleos por conidios e aacoaporoa de linhagens de 

Talaro111Yces flavus (Há-dia de 50 coni dios ) . 
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·---·----

Linhagens 

T4 
T22 
T30 
IK 
IG 
IR 

-�!!!_�!��-{um) ____ Aacoaporos F%-------------------

comprimento Largura 

1,016 

2.030 
2,012 
2,497 
2,030 

1,024 

1,050 100 
1,082 100 
1,077 100 
1,498 100 

Comprimento Largura 

3,054 
3,024 
3,012 
3,024 
3,012 

2,502 
2,024 
2,010 
2,008 
2,030 

F%= Frequência de conidioa e aacoaporoa uninucleadoa 

100 
100 
100 
100 
100 
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Fig. 2. Ascosporoa de linhagens de Talaromyces flavus coloridos 

pelo método de Tanaka et al(1979). Objetiva de 100 x (contraste 

de fase). (a)-IK; (b)-IG (c)-IR; (d)-T30- ascos com 

aacoaporoa uninucleadoa em tetrade( 8 aacoporoa); (e) T22; 

(f)-T30. 



Fig. 3. Coní dioa de linhagens de Talaromyces flavus 

pelo método de Tanaka et.al.(1979). (a)- T4; (b)-IK­

de 45 x- conidioa uninucleadoa; (e)- IR- objetiva 
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coloridos 

de 

objetiva 

100 X

-conidioa uninucleadoa; (d)-IG-conidioa uninucleadoa; (e) 

T30-conidioa uninucleados; {f)-cleiatotécio de T22. 
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4.9.2. Caracterização eletroforética das linhagens de T. flavus 

De acordo com a Fig.6, pode-se identificar a presença de a 

e � eaterases em todos os biótipos analisados, 

caracterizando-os quanto a produção desta enzima. No entanto, 

foram detectadas diferenças no número e posição das bandas 

indicando uma variabilidade entre as linhagens. Identificou-se 

tambem, a presença de bandas diferentes para os novos biótipos 

obtidos a partir da linhagem Ik para os padreíea de esterase . 

Figura.4.Caracterização eletroforética de Talaromyces flavus 

para padrão de esterase. 
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5. CONCLUSOES

A interação entre Talaro111yces flavus e T4 em Vertici­

lliU111 dahliae permitiu maior desenvolvimento de plantas de be­

rinjela em comparação a testemunha inoculada somente com o 

patógeno. 

T. flavus produzem metab61itos t6xicos capazes de 

inibir o crescimento micelial doa fungos Sclerotinia sclerotio­

rum, SclerotiU111 rolfsii, FusariU111 solani e Rhizoctonia solani. 

Coni dios e aacosporoa do fungo T.flavus sã.o 

uninucleadoa e apresentam padreSes diferenciais para esterase 

para as diferentes linhagens ,. 

caracteristicas promissoras para 

genético. 

assim 

efetuar 

como 

o 

apresentam 

melhoramento 

O meio glucose milhocina propiciou maior produção 

maasal de micélio e eeporulaçã'.o de T. flavus,. sendo que o melhor 

pH para o meio de cultura foi 4. 

A pectina ci trica pode ser utilizada como poli mero 

em substituição a alginato de a:>dio e micélio de T. flavus (IK) 

como propá gula. 
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e CV da Tabela 1. Valores e significância do QM 

porcentagem de colonizaç�o de Talaromyces 

Verticillium dahliae. 

flavus contra 

Causas de variação 

% de colonizaç�o 
Reaiduo 

Total 

GL 

5 
12 

17 

QM 

1007.4673389** 
15.540020 

Valores transformados das observaç�es segundo Are. aen da raiz 

de x\100 

Média geral = 63.76473 

Coeficiente de variação=6.183% 

** significativo a nivel de 1% de probabilidade 

Tabela 2 .Valores e significância de QM e CV do teste de 

antibiose de linhagens de Talaromyces flavus contra 

Verticillium dahliae. 

C. variação

Blocos 

Tratamentos 

Reaiduos 

Total 

Desvio Padrão = 0.8703 

Média geral= 28.3389 

G.L.

3

6

18 

27 

Q.M.

0.5566

4425.2852 

0.7575 

** 

Erro padrão da média= 0.4352 

Coeficiente de variação= 3.07 
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Tabela 3 .  Valores e significancia de QM e CV da interação 

entre Talaromyces flavus e VerticilliUJD dahliae em condição de 

casa de vegetação em solo esterilizado ( nédia de três 

repetições) 

Causa de variação 

Blocos 
Tratam.entoa 
Reaiduo 

Total 

Severidade de doenÇas 

Desvio padr:à"'.0=0.2666 

média geral=l.5521 

GL 

2 
7 

14 

23 

QM 

0.1901 
2;.4103 
0.0711 

Erro padrão da média=0.1539 

coeficiente de variação=17.17 

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

doença na interação Talaromyces flavus e V. dahliae. 

Causas de variação 

Tratamento 
Reaiduo 

Total 

GL 

8 
18 

26 

QM 

0.4001 **
0.0208 

Valores transformados de má-dias de três repetiç�es em RAIZ(X + 

0.5) 

média geral= 1.223585 

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

interação de Th.larom.ycea flavus x Verticillium dahliae no 

crescimento de plantas de berinjela { 

Causas de variacão 

Tratamentos 
Residuo 

Total 

GL 

8 
18 

26 

Solanum melongena) 

QM 

10.99385 **
0.5959163 

-------------------------------------------------------------

Média geral=7.4228 

Coeficiente de variação=10.40% 

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

Talaromyces flavus no controle de 

Berinjela (SolanUlll melongena} 

causas de variação 

Tratamento 
Residuo 

Total 

Dados de peso seco de raiz 

Média geral=0.321770 

GL 

8 
18 

26 

Coeficiente de variação= 37.371% 

Verticillium dahliae em 

QM 

0.1004527 **
0.0144601 
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Tabela 7 . Valores e significância de QM e CV do efeito de 

Talaromyces flavus no controle de 

berinjela 

Causas de variação 

Tratamento 
Residuo 

Total 

Média geral= 0.484630 

Coeficiente de variação=25.840% 

GL 

8 
18 

26 

Verticillil1.11l dahliae em 

QM 

0.3292121 **
0.0156819 

Tabela 8 . Valores e significância de QM e CV da esporulac;ão 

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

causa de variação 

Esporulação 
Reaiduo 

Total 

GL 

5 
42 

47 

Média geral= 3.08333 

Coeficiente de variaç�o=42,685% 

** Significativo a nivel de 1% pelo teste F. 

QM 

97.3833 **
1.7321 
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Tabela 9 . Valores e significância de QM e CV do crescimento 

de Talaro111Yces flavus em BDA. Média de 3 repetiçeíea) 

Causas de variação 

Crescimento 
Reaiduo 

GL 

5 
12 

QM 

13.02055 **
0.0838882 

Total 

�dia geral=4.694445 

Coeficiente de variação=6.170% 

17 

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

Tabela 10.Valores e significância do QM e CV da produ;�o de 

micelio em meios sintéticos e 

industriais. 

CV 

TRATAMENTOS 
RESIDUOS 

TOTAL 

GL 

8 
18 

26 

contituidos 

QM 

0.1822 
0.0088 

DESVIO PADRÃO= 0.0940 Ml::DIA GERAL= 0.4359 

ERRO PADRÃO DA Me:DIA=0.0543 

COEFICIENTE DE VARIAÇÃO=21_57 

de reaiduoa 
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Tabela 11. Valores e significâncias do QM e CV da esporulação 

de T. flavus em meios semi sintéticos e constituidos de resi duos 

industriais. 

CAUSA DE VARIAÇÃO 

TRATAMENTO 
RES!DUO 

TOTAL 

DESVIO PADRÃO =2.6714 

Me:DIA GERAL=16.6389 

GL 

8 
27 

35 

ERRO PARAO DA Mt:DIA= 1.3359 

COEFICIENTE DE VARIAÇÃ0=16.06 

QM 

8027,6944 **
7.1389 

Tabela 12 . Valores e significância de QM e CV do efeito de pH 

inicial no crescimento e produ;:�o de 

Talaromyces flavus em glucose milhocina. 

C. Variação 

Tempo de cresc. 

pH inicial 

T.cresc.x pH ini.

Tratamento 

Residuo 

GL 

5 

1 

5 

11 

24 

Média geral do ensaio= 0.2911 

Desvio padrão= 0.0772 

QM 

0.2469 ** 

0.2739 ** 

0.0239 ** 

0.1480 

0.0060 

CV=26.5157 

micélio seco de 
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Tabela 13.Valores e Significância do QM e CV da aç:ão de 

metab:>litos de T. flavus contra Patógenos de solo_ 

Causa de variação 

Talaromyces 

patógenos 
Tal. x Patógenos 
Residuo 

Total 

Média geral =21_043541 

GL 

1 
5 
5 

36 

47 

QM 

5250_71064 **

863.95191 **

278.27289 **

26.6346207 

Coeficiente de variação= 24_525% 

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

de linhagens de Talaromyces flavus à Fungicidas_ 

Causa de variação 

Doae 
Fungicida 
Fungicida x Doae 
Residuo 

Total 

Media geral=49.4672747 

GL 

3 

21 
96 

127 

QM 

6446.326954 ** 

12106.75181 ** 

797.57652 ** 

8.027502 

Coeficiente de variação=5.728% 

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

repetiçeea obtidas por meio de % da redu:;:ão de crescimento. 
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Tabela 15 - Valores e significância do QM e CV da sensibilidade 

de fungos isolados de solo a fungicidas_ 

----------------------------
----------------------------------

Causas de variação 

Fungos 
Fungicidas 
Fungos*Fungicidas 
Reaiduo 

Total 

GL 

3 

6 
18 
84 

111 

QM 

5016_9764 ** 
8064_4267 ** 
1922-3091 ** 

0.0000 ** 

Média geral = 21.659868 Coeficiente de variação 

=0.0000% ** Significancia ao nivel de 1% pelo teste F_ 

Dados originais_ 

Tabela 16 

determinado 

Valores de Qm e CV dos efeitos de meio 

através de sensibilidade a fungicidas e 

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

al.,.1984) 

Causas de variação 

Antagonistas 
Meio semi seletivo 
Ant*Meio 
Reaiduo 

Total 

Média geral= 54-25 

GL 

2 

1 

2 

18 

23 

Coeficiente de variação=18.333% 

QM 

10329,500** 
522.666 * 

38_1666 
98.9166 
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Tabela 17_ Valores e significância de QM e CV da viabilidade 

das formulaçeíes de linhagens de Talaromyces flavus ( IK) _ 

Causas de variação GL QM 

Tempo 5 44_0277 
Armazenamento 1 56.2500 
Propágulo 2 63-1944
Pollmero 1 84.0277
Pol*Pro�Arm*Tempo 10 39_5533 **
Pol*Prop 2 63_1944
Prop*Tempo 10 30.6944 **
Reaiduo 112 13.8392

Total 143 

Média Geral= 99-236115 Coeficiente de variação= 3_749% 




