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RESUMO

O manejo de doencas de plantas deve levar em consideracdo a etiologia do agente causal para
a selecdo de praticas adequadas. Atualmente, a principal forma de controle de patdgenos em
plantas é através do controle quimico, causando preocupacéo, oferecendo riscos de saude do
homem e o meio ambiente. Portanto, o objetivo do trabalho é de identificar as interacdes
bioldgicas entre antagonista e patdgeno, bem como desenvolver estratégias eficazes para
controle da podridao e murcha-de-fusarium na cultura do feijdo fava. Foram selecionados dois
isolados de Trichoderma spp. derivados da Colecdo Micoldgica do LAFIT, e dez isolados de
Fusarium spp. oriundos de sementes de feijdo fava. As sementes de feijao fava foram obtidas
em areas de cultivo, nos municipios de Remigio, Alagoa Grande e Campina Grande, do
estado da Paraiba. Foram realizados testes in vitro de confronto direto e compostos volateis
entre 0 antagonista e o patdgeno. Todos os isolados apresentaram antagonismo in vitro contra
0 patégeno. Tendo em vista as caracteristicas de promotor de crescimento do Trichoderma,
para a avaliagdo da qualidade fisiol6gica, nas concentracdes de 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 x 10 8
conidios/ml ! do antagonista ao analisar a interferéncia na germinacio e vigor das sementes
de feijdo fava. O isolado Trichodel® apresentou os maiores comprimentos de plantulas
normais. ApoOs a inoculagdo, foi possivel observar sintomas de necrose na raiz primaria e
escurecimento vascular aos 21 dias. Para a caracterizacdo, um total de 10 isolados foram
descritos morfologicamente nos meios BDA e SNA, apresentando uma ampla variabilidade
morfologica.

Palavras chave: Antagonismo, Caracterizacdo morfoldgica, Fisiologia de plantulas,
Promocgao de crescimento.



ABSTRACT

The management of plant diseases should take into account the etiology of the causal agent
for the selection of appropriate practices. Currently, the main form of pathogen control in
plants is through chemical control, causing concern, offering human health risks and the
environment. Therefore, the objective of the work is to identify the biological interactions
between antagonist and pathogen, as well as to develop effective strategies for control of rot
and fusarium wilt in bean culture. Two isolates of Trichoderma spp. derived from the
Mycological Collection of LAFIT, and ten isolates of Fusarium spp. seeds of bean. Bean bean
seeds obtained from cultivated areas in the municipalities of Remigio, Alagoa Grande and
Campina Grande, in the state of Paraiba. In vitro tests of direct comparison and volatile
compounds between the antagonist and the pathogen were carried out. All isolates showed
antagonism in vitro against the pathogen. Considering the growth promoter characteristics of
Trichoderma, for the evaluation of the physiological quality, in the concentrations of 1,5; 2.0;
2.5 and 3.0 x 10 8 conidia / ml " of the antagonist when analyzing the interference in the
germination and vigor of fava bean seeds. The Trichodel® isolate presented the highest
normal seedling lengths. After inoculation, it was possible to observe symptoms of necrosis in
the primary root and vascular dimming at 21 days. For the characterization, a total of 10
isolates were described morphologically in the BDA and SNA media, presenting a wide
morphological variability.

Keywords: Antagonism, Morphological characterization, Physiology of seedlings, Promotion
of growth.
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1. INTRODUCAO

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.), é a segunda leguminosa de maior importancia do
género Phaseolus, ficando atras somente do feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) (SANTOS,
2008). Devido ao conteudo proteico e paladar caracteristico, € mundialmente utilizado em
pratos, nas mais diferentes culinarias e regides, recebendo varias denominagdes, em funcéo da
regido cultivada ou forma de utilizagdo na alimentagéo (VAZ PATTO, 2015).

Esta espécie € amplamente distribuida em regides climaticas e solos distintos,
apresentando uma enorme capacidade de adaptacdo e constituindo beneficios para a
agricultura. Apesar de destacar-se no Nordeste e do seu potencial de producdo, apresenta
baixa produtividade, pois pouca atencdo por parte dos 6rgdos de pesquisa e extensdo séo
dadas, resultando em um conhecimento limitado a respeito do seu manejo nos mais diferentes
aspectos, como também a presenca de consorcios impacta este indice, tornando a fava como
cultura marginal (SANTQOS, 2002; GOMES, 2015; VAZ PATTO, 2015).

O Estado da Paraiba tem essa cultura como de alta relevancia, uma vez que a sua
produtividade equivale a quase 50% em relacdo a regido Nordeste, sendo uma espécie
cultivada em quase todas as microrregides do Estado, destacando-se 0s municipios de
Queimadas, Aroeiras, Campina Grande, Alagoa Nova, Alagoa Grande e Natuba, obtendo uma
produtividade de aproximadamente 3.637 t de grdos de fava, numa area plantada de 20.209
ha, na safra de 2016 (IBGE, 2016).

Entretanto, a producdo do feijao fava sofre alguns entraves com a presenca de patdgenos,
que danificam as sementes e podem diminuir os indices da producdo. Um dos fatores que
contribui para isto €, sem divida, a utilizacdo de sementes com baixa qualidade sanitéaria pelos
produtores. As sementes constituem, para a maioria dos fitopatdgenos, um meio eficiente de
sobrevivéncia e disseminacdo e, consequentemente, de introducédo de doencas em novas areas
de cultivo (SILVA-FLAVIO et al., 2014). Os principais danos que 0s microrganismos
causam sdao a morte de plantulas pré e pés-emergéncia, podriddes radiculares, infeccdo da
parte aérea com reflexos sobre a qualidade de sementes, gerando perda de vigor, germinacéo e
apodrecimento (NASCIMENTO; MEDEIROS, 2015).

O ascomiceto Fusarium é um género diverso e em muitos casos é responsavel pela
destruicdo de diversas culturas, entre elas, do feijdo fava. E um fungo cosmopolita que causa
escurecimento vascular de varias plantas. Seus principais sintomas incluem escurecimento do
feixe vascular, tombamento, murcha, podriddo de raiz, desfolhacdo e morte da planta
(AGRIOS, 2005; DEAN et al., 2012)
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A principal medida de controle é a utilizagdo de cultivares resistentes, porém, a obtencao
de cultivares resistentes € dificultada pela existéncia de ragas patogénicas e sua distribuicdo
geografica ampla, como também a identificacdo de genes de resisténcia e habilidade de
adaptacdo que eles possuem a novos gendtipos de plantas podem tornar a resisténcia uma
solucdo temporéria (ALVES-SANTOS et al., 2002; COSTA et al., 2009). Entretanto, nem
todos os microrganismos sdo maléficos as plantas. Podem desempenhar um importante papel
na protecdo de plantas aumentando a capacidade de resisténcia contra os patdgenos, exibindo
atividades antagonistas ou agindo como elicitores a partir de diferentes fatores ambientais
(BHATTACHARYYA etal., 2016).

Diante disto, o controle biolégico é uma alternativa que consiste no controle de um
organismo vivo utilizando outro organismo, dito como antagonista. Além disso, ndo
contamina o meio ambiente deixando residuos e possui facil aplicacdo (SOARES, 2006).

O género Trichoderma, € um dos mais estudos atualmente como alternativa de controle
bioldgico de pragas. E um fungo de vida livre presente nos mais diversos ecossistemas do
solo. E um organismo oportunista, avirulento as plantas, realizando uma relacéo de simbiose e
parasita de outros fungos. Produz uma variedade de compostos que induzem respostas
localizadas ou sistémicas das plantas, causando mudancas substanciais no seu metabolismo
(HARMAN et al., 2004). As espécies de Trichoderma sdo reconhecidas como agentes de
controle de doencas e sua habilidade de promover o crescimento e desenvolvimento da planta.
Sdo amplamente utilizadas na horticultura, sendo capazes de colonizar e crescer em
associacdo com raizes de plantas (HARMAN, 2000).

Portanto, a identificacdo correta do patogeno é essencial no manejo de doencas de
plantas, possibilitando métodos de controle adequados e especificos para o problema. Além
disso, o desenvolvimento de estratégias eficazes para controlar a podriddo e murcha-de-
fusarium em feijdo fava, pode inserir 0 uso de antagonistas no controle de doencas do
feijoeiro, constituindo de uma alternativa sustentavel para um melhor investimento no cultivo

desta cultura.
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2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

Caracterizacdo de Fusarium em sementes de feijdo fava e a acdo de Trichoderma no
controle do patoégeno in vitro e in vivo, bem como, definir a acdo dos antagonistas sob a

qualidade fisiologica das sementes e plantulas.

2.2 ESPECIFICOS

e Selecionar, in vitro, isolados de Fusarium a partir de sementes de feijao fava
provenientes de diferentes regides de cultivo no estado da Paraiba;

e Caracterizar morfologicamente os isolados de Fusarium;

e Determinar a agéo de Trichoderma no controle de Fusarium in vitro e in vivo;

e Determinar a transmissdo de Fusarium em pléntulas de feijao fava a partir das
sementes;

e Definir a influéncia de Trichoderma no vigor de sementes e no desenvolvimento

fisioldgico de plantulas de feijdo fava;

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Aspectos gerais da cultura do feijao fava (Phaseolus lunatus L.)

O feijao fava (Phaseolus lunatus L.) é originario da Guatemala e é a segunda leguminosa
de maior importancia do género Phaseolus, por apresentar alto valor nutritivo, contendo
vitaminas, proteinas e sais minerais, que sdo elementos essenciais na nutricdo humana e vem
sendo uma das alternativas de renda e alimento para a populacdo da regido Nordeste
(PENHA, 2014).

O género Phaseolus pertence ao filo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, subclasse
Rosidae, ordem Fabales, familia Fabaceae (CRONQUIST, 1988). O numero de espécies ainda
é desconhecido, mas estudos filogenéticos indicam que todas as espécies do género Phaseolus
surgiram do continente americano. A ampla variedade de subespécies de feijdo fava torna-o
essencial em relacdo ao teor nutricional e bioguimico (DELGADO-SALINAS, 1999;
LACERDA et al., 2016).

Debouck (2008), afirma que o provavel ancestral do feijdo fava € amplamente distribuido

do México para Argentina, baseado em dados provenientes de herbarios. Essa diversificagdo
15



de diferentes espécies pode ter acontecido por meio de eventos tectdnicos advindos da regido
mexicana. Devido a tal diversificacdo, as espécies selvagens de Phaseolus desenvolvem-se
em condi¢cGes ambientais e climaticas distintas, e sua distribuicdo geogréafica reflete seus
padrdes de adaptacdo (DELGADO-SALINAS, 2006; BITOCCHI, 2017).

O feijdo fava desenvolveu-se em altitudes menores, em relacdo ao feijao comum. Fatores
naturais aliados a selecdo natural podem ter contribuido para esta divergéncia evolutiva,
porém, as bases genéticas de tal evento ainda permanecem desconhecidas. Populagdes
selvagens de P. lunatus foram encontradas crescendo simpatricamente com populacdes
domesticadas. As sementes selvagens ndo sdo semeadas ou colhidas, pois ndo sdo comestiveis
(MARTINEZ-CASTILLO et al., 2004; MARTINEZ-CASTILLO et al., 2007; LI et al., 2015).

As principais caracteristicas que permitem a identificacdo do feijdo fava, sendo a
germinacdo epigea; as folhas geralmente apresentam coloracdo escura, mesmo depois do
amadurecimento das vagens; as bractéolas pequenas e pontiagudas; vagens bastante
compridas e de forma geralmente oblonga e recurvada, e 0 nimero de sementes variando de
duas a quatro por vagem (ZIMMERMANN et al., 1996).

A qualidade sanitaria das sementes é um dos mais importantes aspectos relacionados a
produtividade, devido ao grande numero de patégenos serem causadores de doencas.
Microrganismos podem causar anormalidades e lesdes nas plantulas, bem como deterioragédo
do tecido embrionario, comprometendo a germinacdo e vigor das sementes e
consequentemente perdas de producdo (MOREAU, 2011).

Dentre prejuizos em sementes causados por patdgenos, destacam-se uma consideravel
reducdo do peso, diminuicdo da qualidade nutricional, declinio do poder germinativo das
sementes, depreciagdo comercial devido a presenga de insetos adultos ou imaturos,
fragmentos e excrementos (SARI, 2003).

A fusariose causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. phaseoli e Fusarium oxysporum f.
sp. phaseoli, destaca-se como causadora da podriddo radicular e murcha vascular e ocasiona
grandes perdas nos campos de producdo mundialmente, sendo considerada uma das principais
doengas do feijoeiro (BURUCHARA; CAMACHO, 2000).
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3.2 O género Fusarium

Fusarium € um género diverso e cosmopolita de fungos filamentosos. Seus membros
representam um dos mais importantes grupos de patdgenos, nos quais afetam a agricultura e a
horticultura mundial. Apresenta uma alta diversidade morfoldgica, fisioldgica e ecoldgica,
ocorrendo na maioria dos nichos ecossistémicos. Sua abrangéncia inclui de saprofitismo,
producdo de micotoxinas, e patogenos de uma ampla gama de culturas, sendo relatados
também aos humanos (BURGESS et al., 1997; O’ DONNELL, 1997, SUMMERELL et al.,
2010; KARLSSON et al., 2016).

A maioria das espécies de Fusarium possuem um estagio saprofitico e sdo habitantes
comuns do solo, onde persistem na forma de micélio ou como clamiddsporos (esporos
dormentes). Essas espécies, geralmente formam complexos compostos por patdtipos
representados por varias formae speciales (ALEXOPOULOS et al., 1996).

Produzem uma ampla variedade de micotoxinas, incluindo os tricotecenos e fumosinas,
que sdo prejudiciais @ humanos e animais, além disso, é reconhecido pela producdo de
metabolitos secundarios que influenciam na producdo hormonal das plantas, como a
giberelina, horménio de crescimento (O’DONNELL, 1996; ALEXANDER et al., 2011). A
importancia do género foi retratada por Dean et al., (2012), onde Fusarium graminearum e F.
oxysporum sdo associados entre 0s dez mais importantes patdgenos, cientifica e

economicamente.

Na literatura, € possivel notar a predominancia dos complexos solani e oxysporum como
causadores de quase todas as enfermidades de plantas. Em relacdo ao feijoeiro-comum, é
possivel encontrar registros de duas formae speciales presentes nesta cultura; o Fusarium
solani f. sp. phaseoli (MIRANDA et al., 2007; EKE et al., 2016) e Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli (MARINGONI, 1999; XUE et al., 2015; BORBA et al., 2017) e ainda o Fusarium
falciforme descrito recentemente por Sousa (2016).

Por muito tempo, as classificagdes em nivel especifico de Fusarium eram baseadas
exclusivamente em caracteres morfologicos, muitas vezes conflitantes. O principal problema
dessa classificagdo em microfungos, é em relagcdo ao numero de caracteres morfologicos, que
sdo poucos em relagdo ao numero de espécies existentes. Por esta razdo de divergéncia
taxondmica, uma analise molecular filogenética permite uma classificacdo sistematica mais
precisa do género (BRUNS et al., 1990; O’'DONNELL, 1997; SUMMERELL et al., 2010).
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Os membros do complexo de espécies F. oxysporum (FOSC) sdo cosmopolitas do solo e
representam 0 mais comum e mais importante economicamente complexo de espécies de
Fusarium. Apresentam uma ampla variedade de hospedeiros, com severas perdas em diversas
culturas como tomate, algodao e banana. Uma das mais importantes doencas do feijoeiro
comum € a podriddo de raiz causada por F. oxysporum f. sp. phaseoli, presente em todos 0s
campos de producdo (O’ DONNELL, 2009; DEAN et al., 2012; XUE et al., 2015).

A infeccdo por F. oxysporum f. sp. phaseoli ocorre pela penetracdo nos tecidos da raiz;
sucede-se a colonizagéo dos tecidos vasculares da raiz, caule ou a planta inteira, causando o
blogueio do floema, e descoloracdo interna do caule. Além disso, ocorrem alteracfes no
desenvolvimento da planta, como atraso no crescimento e murcha, clorose e necrose das

folhas e consequentemente a morte da planta (XUE et al., 2015).

Fusarium solani € um complexo de espécies que abriga diversas espécies filogenéticas
distintas (O’DONNEL et al., 2000; O’'DONNEL et al., 2008). Tais espécies sdo alocadas em
trés clados; o clado 1 apresenta apenas duas espécies, ambas da Nova Zelandia; o clado 2
(O’DONNEL et al., 2000) composto por oito espécies filogenéticas e pertencentes a América
do Sul; e o clado 3 (MATUO; SNYDER, 1973) composto por dezoito espécies, sendo o clado

mais comum e diverso.

Fusarium solani f. sp. phaseoli ¢ um dos responsaveis da podridao de raiz do feijoeiro. E
altamente patogénico e a infeccdo ocorre quando o sistema radicular esta sob estresse, baixas
temperaturas do solo, excesso de umidade e déficit de nutrientes. A caracteristica da podriddo
de raiz é a descoloracdo avermelhada da raiz principal que se estende ao solo (MULLIGAN et
al., 1990).

Fusarium falciforme é uma espécie distribuida em solos de diversos paises e pertence ao
clado 3, grupo mais comum do género associado a diversas doencas de plantas e humanos
(CHEHRI et al., 2015). Os sintomas descritos por Sousa (2016) incluem a coloracéo negra e
diminuicdo do desenvolvimento das raizes principais e secundarias, onde apresentaram
necrose, com desenvolvimento comprometido, como também o desenvolvimento de estrias

longitudinais amarronzadas na regido do colo.

Essa distribuicdo é preocupante, principalmente no que se refere ao feijdo fava, onde
informagdes escassas sdo encontradas na literatura sobre seus agentes etiolégicos. Os casos
citados de podriddo sdo alarmantes, pois ocasionam perdas para as lavouras, e devido ao

baixo indice tecnologico da producdo, estratégias de manejo integrado de doencas se tornam
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uma exigéncia nos campos de producdo. Portanto, a descri¢cdo dos patdgenos e metodos de

controle sdo fatores essenciais para mitigar esse indice.

3.3 Controle Biologico de Patdgenos

O uso de compostos quimicos no controle de doencgas de plantas, pragas e plantas
invasoras, além de causarem sérios problemas ambientais, como contaminacgdo de alimentos,
do solo, agua, e reducdo da biodiversidade, podem colaborar com 0 aumento da resisténcia de
patdgenos. Quanto mais especifico € o efeito do quimico no organismo, maior é a
probabilidade da diminuicdo do efeito através das mudancas genéticas populacionais
(TJAMOS et al., 1992; BENITEZ et al., 2004; BETTIOL; MORANDI, 2009).

Perante a perspectiva agroecologica, a diminuicdo do uso de substancias quimicas vem
tornando-se um requisito para as grandes empresas. Portanto, 0 aumento da preocupacédo da
sociedade com o impacto da agricultura no ambiente tem aumentado pesquisas para a reducao
do uso de agrotdxicos, como também tem motivado o uso de métodos alternativos. A
perspectiva do controle bioldgico tem crescido nas discuss@es, tanto com o controle bioldgico
natural, quanto na introducdo de um agente de controle biolégico (BETTIOL; MORANDI,
2009; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

Uma promissora alternativa bioldgica, € o uso de microrganismos que produzem
metabolitos volateis com acdo antagbnica a pragas e patdgenos de plantas. Portanto, as
pesquisas por novas ferramentas biotecnoldgicas tornam-se importantissimas, de modo que
sejam amigéveis ao meio ambiente e possam ser utilizadas no controle de patégenos (GLARE
etal., 2012; SCHALCHLI et al., 2016).

Organismos potencialmente benéficos e antagdnicos, podem suprimir o crescimento de
fitopatdgenos de inimeras formas, como: competindo por nutrientes, espaco, e limitando a
disponibilidade de nutrientes para o patégeno. Alguns géneros de fungos ja foram descritos
como antagbnicos e com a capacidade de produzir antibi6ticos, como Aspergillus,
Penicillium, Trichoderma. (ZIVKOVIC et al., 2010; MARASCO et al., 2012).

Atualmente, existem diversas pesquisas que comprovam a acdo benéfica de alguns
microrganismos na protecdo de plantas e controle de patdgenos. Zhai et al. (2016)
demonstraram um alto indice de inibicdo por Clonostachys rosea contra varias cepas de
bactérias, demonstrando seu potencial de agente de controle biologico; Braga-Junior (2017)
avaliou o efeito antagonista de Bacillus subtilis sobre Fusarium subglutinans e comprovou-se

o0 controle, chegando a total inibi¢do. Sreevidya et al, (2015) analisando cepas de Penicillium
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citrinum tanto em condigdes de ambiente protegido e campo, inibiram Botryts cinerea e ainda
promoveram o crescimento de grdo de bico (Cicer arietinum L.).

3.4 O género Trichoderma

Trichoderma, é um género de fungos que reproduzem-se assexuadamente, e Sao
frequentemente isolados do solo, e em solos tropicais sdo encontrados em quase todas as
temperaturas. Este género, apresenta organismos de vida livre que inter-relacionam-se com
raizes, solo e folhas. As espécies de Trichoderma, vem sendo amplamente estudado para fins
de manejo de doencas em plantas e pela capacidade de promover crescimento e
desenvolvimento de plantas (HARMAN, 2004; SABA et al., 2012).

Morfologicamente, Trichoderma apresenta caracteristicas facilmente identificaveis,
como: rapido crescimento, coldnia pulverulenta, conidios de coloracéo esverdeada ou amarelo
esverdeado, e conidi6foros bem definidos com aspecto piramidal. Os conidios da maioria das
espécies sdo menores do que 5 um, e podem ser globosos, subglobosos, elipsoidais ou
oblongos. A maioria das espécies crescem em agar rapidamente juntamente com o
amadurecimento dos conidios. E facilmente diagnosticada visualmente, por meio do micélio

aéreo e sua pigmentacdo difusa, com tons de verde a amarelo (SAMUELS, 1996).

O sucesso deste género na rizosfera deve-se a sua alta capacidade reprodutiva, por meio
da producéo e dispersao de conidios, habilidade de desenvolver-se em condi¢cBes ambientais
desfavoraveis, eficiéncia na utilizacdo de nutrientes, capacidade de modificar a rizosfera e a
alta agressividade contra fungos fitopatogénicos (BENITEZ et al., 2004; CARRERAS-
VILLASENOR et al., 2012).

Os agentes de controle bioldgico sdo organismos que dependem principalmente de
diferentes condicGes ambientais, por essa razdo, o controle biolégico por isolados de
Trichoderma pode ser imprevisivel. O mico-parasitismo apresenta uma ordem de eventos:
primeiramente, as cepas de Trichoderma detectam outros fungos e crescem em direcdo a eles;
e quando em contato, ataca o hospedeiro e pode enrolar-se e produzir apressorios na
superficie hospedeira. Além disso, produz inumeras enzimas fungitdxicas que degradam a
parede celular do fungo hospedeiro (CHET et al., 1981; CHET et al., 1998; BENITEZ et al.,
2004; HARMAN, 2004).

As estruturas quimicas e antibioticas de Trichoderma apresentam baixo peso molecular,
sdo apolares e volateis, resultando em uma alta concentracdo de antibidticos na camada do

solo, possuindo uma longa distancia de influéncia na comunidade microbioldgica. A interagao
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fisica entre Trichoderma e as plantas envolve mais uma relacdo de simbiose que uma relagdo
de parasitismo, pois o fungo ocupa o nicho nutricional e a planta torna-se protegida de
doencas (VINALE et al., 2008). Além de protecdo, Trichoderma possui a capacidade de
promover o crescimento e desenvolvimento da planta. Também é capaz de aumentar a
absorcdo e concentracdo de uma variedade de nutrientes (cobre, fésforo, ferro, manganés e
sodio) em culturas hidropbnicas, mesmo sob condi¢des axénicas (YEDIDIA et al., 2001;
HARMAN et al., 2004).

Portanto, as consequentes interacdes entre planta e Trichoderma, inUmeros patdgenos
radiculares ou de outros 6rgdo vegetais causam menos doencgas em plantas colonizadas por
Trichoderma. Sendo assim, um melhor entendimento dos mecanismos que operam a interacdo
entre planta e microrganismos, como também nas comunidades presentes no solo, podem
incitar o desenvolvimento de novos estudos biotecnolégicos essenciais no controle de
fitopatdgenos e no aumento da producdo (HARMAN et al., 2004; VINALE et al., 2008).
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4, METODOLOGIA

Os lotes de sementes de feijdo fava, variedade “Orelha de vo”, foram advindas de trés
municipios: Alagoa Grande, Remigio e Campina Grande, nos quais destacam-se pela
producdo de fava do estado da Paraiba. As sementes foram adquiridas de produtores da regido
e comerciantes em feira livre.

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia e casa de vegetacdo do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba, Campus Il, Areia-PB.
4.1 Isolamento e selecédo de Isolados de Fusarium

Os lotes de sementes de feijdo fava, de Remigio, Alagoa grande e Campina Grande,
foram analisados em “blotter-test”, ¢ ap6s 7 dias de incubagdo, foram identificadas as
estruturas reprodutivas de Fusarium spp. com auxilio do microscopio optico. O isolamento foi
feito utilizando-se de sementes de feijdo fava contendo indculo de Fusarium spp. e meio BDA
(Batata, dextrose e agar). Detectada a presenca do patdgeno, transferiu-se para 0 meio,
fragmentos do patdgeno.

Foram obtidos 10 isolados em cultura pura de Fusarium spp., e logo apds foram

preservados pelo método Castellani (1939).

4.2 Caracterizacdo Morfologica de Fusarium

Apo6s o isolamento e purificacdo das culturas, foi realizada a caracterizacdo morfoldgica
dos isolados de Fusarium spp. sendo utilizados os meios BDA e SNA (synthetic nutrient-poor
agar).

A coloracdo do verso e reverso das coldnias, foram comparadas com (SUMMERELL et
al, 2003; QUERALES, 2010). Os isolados cultivados em BDA a temperatura de 25 + 2-C
acondicionados em estufa BOD (Biochemical Oxigen Demand), foram analisados ap6s o
décimo segundo dia de cultivo.

O indice de velocidade de crescimento das colbnias fungicas foi mensurado em meio
BDA, sob a temperatura de 25 * 2°C acondicionados em estufa BOD, foi medido diariamente
até o sétimo dia com o auxilio de régua graduada. Foram avaliadas para cada isolado, cinco
placas com as colonias fungicas. Uma placa de Petri foi considerada uma repeti¢cdo. O IVCM

foi estimado segundo a formula de Oliveira (1991):

IVCM= (D-Da) /N
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Sendo: IVCM=indice de velocidade de crescimento micelial; D=didmetro médio atual da
coldnia; Da=diametro médio da col6nia do dia anterior; N=numero de dias apds a inoculacéo
na placa de Petri.

A mensuracdo de esporulacdo foi realizada a partir dos isolados crescendo em BDA, sob
a temperatura de 25 + 2°C acondicionados em estufa BOD, ao décimo terceiro dia de cultivo.
A contagem de esporos foi realizada em suspensdo aquosa com 0 acréscimo de 10 mL de
ADE por repeticdo. A solucéo foi visualizada em camera de Neubauer.

Para observacdo micromorfologica de Fusarium spp., foi utilizada a técnica de
microcultivo em ladmina, onde um fragmento de meio de cultura e do patdgeno foram
cultivados sobre a lamina histolégica; e a observacdo direta das estruturas reprodutivas
crescidas em meio SNA, foi realizada a partir da visualizacdo de um pequeno fragmento do
meio de cultura contendo o fungo, em lamina, sob microscopia Optica.

A captura das estruturas do patdgeno foi realizada no Laboratério de Histologia
Veterinaria, do Centro de Ciéncias Agréarias, da Universidade Federal da Paraiba, com o
microscopio Olympus BX53, acoplado com a camera Olympus DP73 e auxilio do programa
cellSens Dimension.

Foram mensurados o comprimento e a largura de 10 conidios e 10 fialides para cada
isolado de Fusarium. As medidas dos conidios (macro e micronidios) e das fialides, foram
realizadas com o auxilio do software Motic Image Plus 2.0.

A morfologia das estruturas micromorfolégicas de Fusarium spp. foram descritas com
base na literatura disponivel (SUMMERELL et al., 2003; LESLIE; SUMMERELL, 2006).

4.3 Obtencao dos isolados de Trichoderma

Os isolados de Trichoderma spp. utilizados neste trabalho foram obtidos do acervo da
Micoteca do Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal da Paraiba sendo
escolhidos dois espécimes: Trichoderma sp.l isolado a partir de sementes de algodoeiro
(Gossypium sp.) e Trichoderma sp.2 derivado do produto comercial Trichodel® a base de
Trichoderma asperellum. Ambos os isolados de Trichoderma foram para os testes de controle
do Fusarium inoculados em sementes de feijao fava in vitro e em in vivo.
4.4 Avaliagéo do antagonismo in vitro de Trichoderma

O potencial de acdo antagonica in vitro contra os isolados de Fusarium spp. € compostos
volateis foi avaliado por meio do teste de pareamento direto em placa de Petri e por meio da
producdo de compostos volateis em placa sobreposta, conforme metodologia descrita por
Carvalho et al., (2011), com modificacdes.
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Utilizaram-se para este teste, 10 isolados de Fusarium spp., sendo inoculados em meio
BDA trés dias antes do antagonista, opostamente em cada placa. As placas foram submetidas
na temperatura de 25+ 2°C em estufa BOD, com fotoperiodo de 12 horas.

As avaliacBes consistiram na medicdo diaria do didametro das col6nias diariamente do
patégeno com régua milimétrica e utilizando-se da escala proposta por Bell et al. (1982),
atribuindo notas que variam de 1 a 5, conforme segue: 1. Antagonista cresce e ocupa toda a
placa; 2. Antagonista cresce e ocupa uma parte do patdgeno, em torno de 2/3 da placa de
Petri; 3. Antagonista e patdgeno crescem até a metade da placa onde nenhum domina o outro;
4. Patdgeno cresce e ocupa uma parte do antagonista, em torno de 2/3 da placa de Petri; 5.
Patdgeno cresce e ocupa toda a placa.

Avaliou-se ainda, os indices de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e
esporulacdo dos isolados de Fusarium spp. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeticfes de Fusarium para cada isolado de
Trichoderma, adicionalmente 4 placas para cada isolado de Fusarium foram utilizadas como
testemunha, totalizando 120 placas.

Para analise do teste de metabdlitos volateis, apds trés dias de crescimento de Fusarium
spp. em BDA a 25+ 2 °C e fotoperiodo de 12 horas, bases de outras placas de Petri de
tamanho correspondente (9 cm), contendo meio BDA solidificado, receberam no seu centro
um disco de &gar contendo crescimento dos antagonistas. As bases das placas contendo o
antagonista recém colocado e o patdgeno (com trés dias de crescimento) foram sobrepostas e
unidas com filme plastico transparente. As placas foram incubadas de forma que as bases
superiores fossem aguelas que continham o patégeno.

Apos a testemunha ocupar a placa, a medi¢do realizada evidenciou o didmetro das
colbnias de Fusarium spp. Considerou-se 100% de crescimento a area final ocupada pela
testemunha menos a area inicial (patdgeno com trés dias de crescimento).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
quatro repeti¢Oes para cada isolado de Trichoderma, e com placas de Fusarium crescendo em

BDA como testemunha, totalizando 120 placas.

4.5 Controle in vitro de Fusarium sobre sementes de feijao fava
As sementes foram desinfestadas em condi¢cfes assépticas por meio de hipoclorito de
sodio a 1%, seguido por alcool 70 % e ADE por trés minutos e ap0s a secagem adicionadas

em meio BDA com o acréscimo de seis discos de col6nia de Fusarium spp. por placa.
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Para a obtengdo de sementes infectadas e infestadas por Fusarium, utilizou-se a técnica
de restricdo hidrica utilizando BDA+ Manitol a aproximadamente -0,64 Mpa, de onde o
calculo da quantidade de Manitol a ser adicionada para a obtencdo da tensdo, utilizou-se a
formula de Van’t Hoff, citado por Salisbury; Ross (1992), onde: Yos = - RTC, em que: Yo0s =
potencial osmotico (atm); R = constante geral dos gases perfeitos (0,082 atm.mol. L-1.K-1); T
= temperatura (K); C = concentragdo (mol.L-1); mol.L-1 x massa molar do KCl =g.L-1e T
(K) = 273+T (°C).

O isolado CMLF 06 que obteve melhor resultado nos testes de pareamento, foi cultivado
em placas de Petri contendo BDA e incubado em condig¢des controladas (25« 2 °C) durante 10
dias. A preparacdo do indculo foi realizada pela adicdo de 10 mL de &gua destilada e
esterilizada (ADE) em cada placa de Petri. Os conidios foram liberados com auxilio de um
pincel com cerdas macias e a suspensdo filtrada em gaze esterilizada. Os esporos foram
mensurados em camara de Neubauer, com a concentracdo ajustada para 1,0 x 10
conidios/ml™.

As sementes de feijao fava variedade “Orelha-de-v6” foram imersas em suspensdes dos
dois isolados de Trichoderma spp., por um periodo de 5 minutos. Obtendo-se a suspensdo dos
antagonistas de 3,0 x 108 conidios/mL™. Apds 24 horas da microbiolizagdo, as sementes
mantidas em camara Umida, compostas por bandejas com papel filtro esterilizado, umedecido
e cobertas por sacos de polietileno umedecidos com ADE, foram inoculadas com Fusarium
spp. através da imersdo nas suspensdo de esporos a concentragdo de 1,0 x 10* conidios/mL™*
por 5 min.

O experimento foi conduzido em DIC e foram utilizadas 100 sementes por tratamento,
distribuidas em 5 placas de Petri (15 cm) contendo BDA, 20 sementes por placa, totalizando
400 sementes; acondicionadas sob fotoperiodo de 12 horas a 25 + 2°C por 10 dias. Um
tratamento adicional apenas com Fusarium spp. como testemunha e outro com o fungicida
Captana, na dosagem de 240 g do produto para 100 kg de sementes.

As sementes foram avaliadas quanto a porcentagem de ocorréncia do patogeno apés 10
dias de incubagéo.

4.6 Controle in vivo de Fusarium sobre sementes de feijao fava

As sementes de feijdo fava “Orelha-de-vo”™ foram previamente desinfestadas em solugéo
de hipoclorito de sodio a 1%, alcool 70% e lavadas em ADE, por 3 minutos e imersas na
suspensdo dos dois isolados de Trichoderma (3,0 x 108 conidios/mL™) por 5 minutos em

Becker, agitando-se manualmente, sendo acondicionadas em camara Umida, compostas por
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bandejas com papel filtro esterilizado e umedecido e cobertas por sacos de polietileno
umedecidos com ADE, em um periodo de 24 hrs.

Apbs esse periodo, foi realizada a inoculacdo de Fusarium spp. nas sementes, com 0
isolado CMLF 06. As sementes foram secas em condi¢cGes ambiente, sobre papel Germitest
esterilizado e semeadas em vasos com capacidade de 1,5 L. Contendo substrato comercial
(turfa, palha de arroz) e vermiculita, esterilizados na proporc¢éo de 2:1 (substrato/vermiculita -
VIV).

Foram realizados trés métodos de inoculacgdo: (1) por suspensao do inoculo do patogeno a
1,0x10* conidios/ml?, (2) por meio do contato direto com o patdgeno em meio BDA, e (3)
por contato direto com o patégeno em meio BDA+ Manitol. Adicionalmente, uma testemunha
contendo indculo do patogeno foi utilizada para fins de comprovacao (4).

As variaveis analisadas foram: primeira contagem de emergéncia (PCE), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), o comprimento de parte aérea (CPA) e raiz das plantulas
(CPR) normais e infectadas, além do corte de feixe vascular. Posteriormente, a parte aérea e o
sistema radicular das plantulas, separadamente foram colocados em sacos de papel Kraft e
levados para estufa com circulacdo forcada de ar a temperatura de 65 °C, até a obtencéo de
peso constante, por 48 horas. Decorrido esse periodo foram pesadas em balanca analitica com
precisdo de 0,001g e os resultados expressos em g.plantula™.

4.7 Qualidade fisiologica de sementes tratadas com Trichoderma

Para avaliar a influéncia dos agentes biocontroladores sobre a qualidade fisiologica das
sementes de feijdo-fava “Orelha-de-vd™ foram realizados os testes de germinacdo conforme
prescricOes das Regras para Andlise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009).

O experimento foi conduzido em DIC, com oito repeticbes de 50 sementes para cada
tratamento. Utilizando-se 200 sementes, distribuidas em oito repeticdes de 25 sementes,
tratadas nas suspensdes de 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0x108 conidios mL™ de Trichoderma e colocadas
em substrato de papel Germitest, umedecido com 2,5 vezes o peso do papel seco e
distribuidos em c&mera de germinacdo do tipo Biochemical Oxigen Demand (B.O.D.),
regulada a 30°C sob fotoperiodo de oito horas. Apds o semeio, 0s substratos contendo as
sementes foram acondicionados em sacos plasticos transparentes, com a finalidade de evitar a
perda de agua por evaporagdo. As contagens de sementes germinadas foram realizadas
diariamente do a partir do 3° ao 14° dia, contabilizando-se o percentual de sementes normais

germinadas. A primeira contagem de germinacdo foi conduzida conjuntamente com o teste de
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germinagdo, onde se contabilizou-se as sementes germinadas no terceiro dia apos a semeadura
(BRASIL, 2009).

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi conduzido em conjunto com o teste de
germinagdo, onde foi anotado diariamente o nimero de sementes germinadas. O indice foi
determinado de acordo com a formula proposta por Maguire (1962):

G, +G,+..G,+G,
N, +N, +...+N,

IVG =

Onde: IVG = indice de velocidade de germinacdo; G1, G2 e Gn = nUmero de sementes
germinadas no primeiro, segundo e Ultimo dia; N1, N2 e Nn = nimero de dias decorridos da

semeadura a primeira, segunda e Ultima contagem.

O Teste de Emergéncia foi realizado em casa de vegetacdo, dispostos em DIC com quatro
repeticdes de 25 sementes, tratadas nas suspensdes de 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0x108 conidios mL™ de
Trichoderma semeadas em bandejas plasticas com dimensfes de 49 x 33 x 7,0 cm de
comprimento, largura e profundidade, respectivamente, contendo substrato comercial (turfa,
palha de arroz) e vermiculita, esterilizados na propor¢édo de 2:1 (substrato/vermiculita - v/v),
cuja manutencdo da umidade foi por meio de regas diérias. Para a contagem de plantulas
normais emergidas, foi utilizado o critério de emissdo dos cotilédones acima do substrato,
sendo analisado a primeira contagem (PCE), emergéncia (EM), indice de velocidade de
emergéncia (IVE) utilizando a mesma formula de Maguire (1962), além de sementes mortas e
duras.

O comprimento de plantulas da parte aérea (CPA), raiz (CPR) e plantula (CPL) foram
realizados apds o teste de emergéncia, com o auxilio de uma régua graduada em milimetros.
Posteriormente, foi determinada a massa seca da parte aérea (MSPA), raiz (MSPR) e total
(MSTO) em que foram colocadas separadamente em sacos de papel Kraft e levados para
estufa com circulacdo forcada de ar a temperatura de 65 °C, até a obtencdo de peso constante,
por 48 horas. Decorrido esse periodo foram pesadas em balanca analitica com precisdo de

0,001g e os resultados expressos em g.plantula™.
4.8 Analise dos resultados e delineamento estatistico

O IVCM, esporulacdo e tamanho dos conidios do tdpico 4.2, foram analisados em

delineamento inteiramente casualizado (DIC). As analises estatisticas foram realizadas no
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programa SAS ®. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade
pelo SAS ®.

Os resultados obtidos dos topicos de 4.4 a 4.7 foram expressos em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) pelo esquema fatorial, tendo o modelo de regresséo ajustado
de acordo com as concentragdes. As analises estatisticas foram realizadas no programa SAS
®. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey & 1% de probabilidade pelo SAS®.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Andlise do antagonismo de Trichoderma

O teste de confronto direto (Figura 1) mostrou que todos os isolados de Trichoderma spp.
cresceram rapidamente, chegando a inibir o crescimento total do patdgeno do quinto ao sexto
dia de cultivo. A maioria dos isolados, mesmo com trés dias de cultivo anterior em relacdo ao
antagonista ndo obtiveram crescimento significativo frente aos tratamentos. Resultados
semelhantes foram observados por Rodrigues et al., (2018), onde os isolados de Trichoderma
spp. apresentaram crescimento superior ao patdgeno, estabilizando seu crescimento
rapidamente.

O isolado CMLF 01 apresentou os maiores indices de crescimento no tratamento com
Trichoderma spp., até o sétimo dia de cultivo, porém, no décimo terceiro dia, sofreu
colonizacdo total por parte do antagonista. O mesmo isolado obteve indices reduzidos quando
tratado com o Trichodel®. Os dados demonstraram que ocorreu interacdo significativa entre
antagonista versus periodo, pois o tratamento com o Trichodel® quando comparado ao
Trichoderma spp. aos sete dias de cultivo, ndo apresentou diferenca significativa, porém, o
tratamento com Trichoderma spp. ao décimo terceiro dia de cultivo foi superior ao

Trichodel® para todos os isolados, obtendo a nota 1 (Tabela 2).
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Figura 1. Cultura pareada Trichoderma spp. e Fusarium spp. aos sete e treze dias de cultivo
(AREIA-PB, 2018).

O indice de velocidade de crescimento micelial da cultura pareada (Tabela 2), avaliado
até o décimo terceiro dia, permitiu a escolha do isolado proeminente de Fusarium (CMLF
06), pois apresentou indices de crescimento elevado na testemunha e se mostrou agressivo
perante os demais tratamentos.

Tabela 1. Escala de notas aplicada ao crescimento do antagonista e patdgeno perante ao teste
de cultura pareada

7 DIAS 13 DIAS

Fusarium spp. TEST Trichodermaspp. TRICHODEL®| TEST Trichoderma spp. TRICHODEL®

CMLF 01 5aAA 4,5 aAA 2,2 bcBCA 5 aAA 1,0 aAB 1,5 cbCBB
CMLF 02 5aAA 2,2 cCA 2 cCA 5 aAA 1,0 aAB 1,0cCB
CMLF 03 5 aAA 2cCA 2 cCA 5aAA 1,0 aAB 2 bBA
CMLF 04 5aAA 2 cCA 2,7 baBAA 5 aAA 1,0 aAB 1,0cCB
CMLF 05 5aAA 3 CcBA 3,0 aAA 5 aAA 1,0 aAB 1,0cCB
CMLF 06 5aAA 2 cCA 3,0 aAA 5 aAA 1,0 aAB 3,0 aAA
CMLF 07 5aAA 2,5 chCBA 2 cCA 5 aAA 1,0 aAB 1,0cCB
CMLF 08 5aAA 1 dDA 1 dDA 5 aAA 1,0 aAA 1,0 cCA
CMLF 09 5aAA 2cCA 2 cCA 5 aAA 1,0 aAB 1,0cCB
CMLF 10 5aAA 1 dDA 2cCA 5 aAA 1,0 aAA 1,0cCB
CV.% 8,94

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maitsculas nas linhas, ndo diferem estatisticamente
entre si para o teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

O isolado CMLF 02, apresentou 0 maior crescimento micelial na testemunha, entretanto,
reduziu significativamente o crescimento perante 0s demais tratamentos. O menor indice de
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controle foi proporcionado pelo tratamento Trichodel®, para o isolado CMLF 09, reduzindo
significativamente seu crescimento.

Carvalho et al. (2011), confrontando Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli pelo mesmo
método observaram resultados semelhantes, onde os valores medios observados nas culturas
durante ao sétimo dia de cultivo foram menores que a testemunha; ja ao décimo terceiro dia
de cultivo observou a colonizacéo total de Trichoderma sobre o patdgeno. A competicéo por
carbono, nitrogénio e outros fatores, juntos com a competicdo por espaco no substrato
utilizado, podem ser atribuidas a reducédo do crescimento de Fusarium spp. (VINALE et al.,
2008).

Tabela 2. indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) de Fusarium spp.
submetido ao controle bioldgico com Trichoderma in vitro. UFPB, Areia, PB, 2018.

Fusarium spp. TEST Trichoderma spp. TRICHODEL®
CMLF 01 17,46 aA 13,8175 bA 11,67 bB
CMLF 02 20,17 aA 4,9925 cD 10,1075 bC
CMLF 03 15,26 aB 9,7825bC 9,085 bC
CMLF 04 17,135 aA 8,805 bC 15,0625 bC
CMLF 05 16,02 aB 9,285 bC 9,46 bC
CMLF 06 18,36 aA 14,35 bA 15,125 bA
CMLF 07 10,175 aC 8,8725aC 9,95aC
CMLF 08 17,98 aA 12,6 bB 12,5575 bB
CMLF 09 17,78 aA 11,67 bB 7,0975 cD
CMLF 10 17,54 aA 14,555 bA 9,7425 cC

CV % 11,9

*Letras minUsculas diferentes indicam diferencas dentro de cada isolado e mailsculas, diferengas entre cada isolado e
tratamento pelo teste de Tukey (p<0,05).

Jana; Mandal (2017), analisando o pareamento de Trichoderma harzianum obtiveram até
71% de inibicdo do crescimento de Sclerotium rolfsi. Lima et al. (2016) observaram que 0s
isolados confrontados de Fusarium sp. e Bipolaris sp. tiveram seu crescimento fortemente
inibidos pelos tratamentos, considerando uma area de equivalente de 66 % no crescimento do
antagonista na cultura. Outros isolados de Trichoderma spp., obtiveram o crescimento de
100% da area da cultura, inibindo completamente o crescimento do patogeno.

Os valores medios de esporulagédo (Tabela 3) do patdgeno foram mensurados a partir do

teste de cultura pareada ap6s o décimo terceiro dia de cultivo.
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Tabela 3. Niveis de esporulacdo dos isolados de Fusarium spp., frente ao método de
pareamento de culturas com Trichoderma.

NUMERO DE ESPOROS (1,0x10%)

Fusarium spp. TEST Trichoderma spp. TRICHODEL®
CMLF 01 4,06 edA 0,5cA 2,56 aA
CMLF 02 17,68 cebdBA 31,5hB 13,12 aB
CMLF 03 129,56 aA 15,93 chBA 12,31 aB
CMLF 04 27 chdA 11,43 cbhBA 1,37 aB
CMLF 05 38 cbB 59,93 aA 4,37 aC
CMLF 06 2,75 eA 0,56 cA 0aA
CMLF 07 39,93 bA 1,87 cB 9,93 aB
CMLF 08 16,06 cedA 0,56 cA 0,12 aA
CMLF 09 5edA 0,75 cA 2,75 aA
CMLF 10 1,31 eA 0,06 cA 0,12 aA

CV.% 68,2

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailsculas nas linhas, ndo diferem
estatisticamente entre si para o teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Foi verificado ao décimo terceiro dia de cultivo, que os isolados CMLF 03, CMLF 04,
CMLEF 07 apresentaram uma reducdo significativa (p< 0,01) na esporulacdo em comparacao
com a testemunha quando pareados com o Trichoderma spp. O isolado CMLF 03 reduziu
significativamente a esporulacdo nos dois tratamentos, chegando a 91% de inibicdo de
esporulacdo no tratamento com o Trichodel®; o isolado CMLF 04 também apresentou uma
diferenca significativa para o Trichodel®, porém o tratamento com Trichoderma spp. néo
diferiu estatisticamente da testemunha. O isolado CMLF 07 apresentou reducéo significativa
em relacdo aos dois tratamentos. O isolado CMLF 06 em relacdo ao Trichodel®, reduziu &
100% o nivel de esporulacdo, porém, ndo diferiu estatisticamente do Trichoderma spp. e da
testemunha. O isolado CMLF 05, apresentou niveis de esporulacdo superiores a testemunha
no tratamento com o Trichoderma spp., porém, o Trichodel® reduziu a esporulacdo do

patdgeno significativamente.

Rodrigues et al., (2018), demonstraram que os tratamentos com Trichoderma spp. foram
capazes de reduzir a esporulagéo significativamente em oito isolados de doze testados, porém,
nenhum dos isolados testados foi capaz de inibir totalmente a esporulagdo. Zivkovic et al.,
(2010), verificou que suspensdes de Trichoderma harzianum e Gliocladium roseum
reduziram significativamente a esporulacdo de Colletotrichum acutatum e Colletotrichum

gloesporioides em 86% e 89% respectivamente.

Para o teste de metabdlitos volateis de Trichoderma spp., ndo foi observado significancia

nos dados analisados.
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5.2 Transmissao de sementes in vitro
O tratamento com Trichoderma spp. na concentragio de 3,0x10® conidios mL foi o mais

significativo no controle de Fusarium spp. (Figura 2).
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Figura 2. Controle Bioldgico de sementes colonizadas por Fusarium spp. com Trichoderma

spp.
Foi observada uma diminuicdo de 99% no indice de sementes de feijdo fava infectadas

pelo patdégeno aos dez dias de crescimento, sendo superior ao tratamento com o fungicida,
porém, ndo houve diferenca estatistica entre estes tratamentos. O Trichodel® na concentragio
de 3,0 x 108 conidios mL™ apresentou 59% das sementes infectadas com o patdgeno, nio
sendo tdo eficiente quando comparado ao Trichoderma spp. e ao fungicida Captana®. Todos
os tratamentos apresentaram-se significativos em relacdo a testemunha, ao nivel de
significancia a 1%.

Carvalho et al., (2011), analisando o controle de T. harzianum sobre F.oxysporum f. sp.
phaseoli, demonstraram que embora nenhum dos tratamentos tenha sido similar ao tratamento
quimico, os tratamentos foram superiores a testemunha, reduzindo a incidéncia do patogeno
em até 51%.

Apesar da presenca do patdégeno na semente ndo significar que sua fisiologia esteja
comprometida, o controle de doencas pré-plantio, aliado ao tratamento alternativo de
sementes, faz com que seja considerado na agricultura moderna uma das medidas de controle
mais recomendadas, possibilitando um menor uso de defensivos agricolas (NASCIMENTO;
MEDEIRQOS, 2015).
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5.3 Controle in vivo de Fusarium em sementes de feijao fava

O isolado CMLF 06, mais agressivo nos testes in vitro, foi utilizado para o teste de
patogenicidade em casa de vegetacdo. Durante 21 dias ap6s inoculacdo (DAI), foram
realizadas as avaliacOes da qualidade fisiologica (Tabela 4).

Para os indices de comprimento de parte aérea (CPA) houve significancia (p<0,01). O
tratamento 7, com suspenséo de Fusarium spp 1,0x10% apresentou os menores indices dentre
os tratamentos, com médias de 16 cm e inferiores a testemunha. O maior indice de
comprimento de parte aérea refere-se ao tratamento 6, com contato direto BDA+Manitol
Fusarium spp. + Suspens&o Trichoderma spp. 3,0x108), apresentando médias de 25,2 cm e as
plantas mais vigorosas dentre os tratamentos.

Carvalho (2016) utilizando um potencial osmético de -0,70 MPa em soja (Glycine max),
relataram efeito negativo na cultivar analisada, apresentando reducéo no vigor em resposta ao
estresse hidrico. Machado Neto et al., (2004) relataram que os potenciais osmoticos de -0,30
MPa?! a -0,90 MPa ocasionaram decréscimos gradativos ao comprimento de parte aérea e
radicula, em plantulas de soja. Neste trabalho, utilizou-se um potencial osmético de -0,64
MPa relativamente proximo ao potencial citado anteriormente, ndo apresentando redugdo no
vigor das plantas analisadas no tratamento.

Para a variavel de comprimento de raiz (CPR) ndo houve significancia ao nivel de
probabilidade a 1%. O maior indice foi no tratamento 6, de 25,2 cm, porém os tratamentos
ndo diferiram estatisticamente entre si. O maior indice de raizes ter ocorrido no tratamento 6
(contato direto BDA+ Manitol Fusarium spp. + Suspensdo Trichoderma spp. 3,0x108) deve-
se, provavelmente ao estresse hidrico submetido pelo manitol, que proporcionou um maior
desenvolvimento das raizes das plantas de feijdo fava, enquanto que as plantas submetidas a
disponibilidade hidrica adequada apresentaram menores indices (AVILA, 2007).
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Tabela 4. Variaveis de comprimento de parte aérea, raiz, comprimento total de plantula,
velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de emergéncia (PCE) e emergéncia (EM),
expressas em porcentagem (%) de plantas de feijdo fava submetidas ao Controle Biologico
com Trichoderma (AREIA-PB, 2018).

Comprimento (cm) Emergéncia %

Tratamentos CPA CPR CPL IVE PCE EM
TEST 182ba 16,3a 345b 09b 20b  32,5a
T1 19,24ba 178a 37ba 12ba 35ba 425a
T2 21,04ba 198a 40,8ba 19ba 525ba 525a
T3 22,3ba 19,6a 419ba 24a 65a 67,5a
T4 229b 194a 423ba 08D 20b  32,5a

T5 1588b 143a 302b 1l4ba 425ba 45a
T6 252a 254a 506a 24a 70a  77)5a

T7 16 b 18,7a 34,7b 1,7ba 425ba 60a

CV% - 19,7 31,4 18,1 62,6 73,8 63

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailsculas nas linhas, ndo diferem estatisticamente
entre si para o teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01). (TEST) Testemunha absoluta; (T1)
Suspenséo Trichodel® 3,0x108+Suspensio de Fusarium spp 1,0x10% (T2) Contato direto BDA Fusarium spp. +
Suspensdo Trichodel® 3,0x10%; (T3) Contato direto BDA+Manitol Fusarium spp. + Suspensdo Trichodel®
3,0x108; (T4) Suspensdo Trichoderma spp. 3,0x108+Suspensdo de Fusarium spp 1,0x10% (T5) Contato direto
BDA Fusarium spp. + Suspenséo Trichoderma spp. 3,0x108; (T6) Contato direto BDA+Manitol Fusarium spp. +
Suspenséo Trichoderma spp. 3,0x108; (T7) Suspenséo Fusarium spp 1,0x10%.

Carvalho (2016) observou uma reducdo significativa proporcional do comprimento de
raiz para as cultivares de soja analisadas, a medida que o potencial osmético aumentou e
consequentemente o estresse hidrico, fato ndo observado nas plantas de feijdo fava avaliadas.

O comprimento total de plantulas (CPL) apresentou os maiores indices no tratamento 6
(contato direto BDA+ Manitol Fusarium spp. + Suspensdo Trichoderma spp. 3,0x108), com
médias de 50,6 cm, e 0s menores indices para o tratamento 5 (Contato direto BDA Fusarium
spp. + Suspensdo Trichoderma spp. 3,0x10%) e tratamento 7 inoculado com Fusarium spp.
com médias de 30,2 cm e 34,7 cm, ndo diferindo da testemunha que apresentou medias de
34,5 cm. Resultados semelhantes foram descritos por Sousa (2016), onde as plantas
inoculadas com Fusarium falciforme apresentaram uma forte reducgéo de crescimento.

O indice de velocidade de emergéncia (IVE) apresentou significancia (p<0,01). Com o0s
maiores indices para os tratamentos 3 (Contato direto BDA+ Manitol Fusarium spp. +
Suspensdo Trichodel® 3,0x10%) e 6, com médias de 2,4%. Os menores indices foram

observados nos tratamentos 4 (Suspensdo Trichoderma spp. 3,0x108 + Suspensdo de
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Fusarium spp. 1,0x10%) e testemunha, com 0,8 e 0,9%. A primeira contagem de emergéncia
(PCE) (p<0,01), ocorrida ao quinto dia de avaliagdo, apresentou os maiores indices nos
tratamentos 3 e 6, com médias de 65 e 70% e o tratamento 4 com o0 menor indice igualando-se
a testemunha com 20% de sementes emergidas (Tabela 4).

O indice de emergéncia (EM) ndo apresentou diferencas significativas em relacdo aos
tratamentos analisados. Os tratamentos 3 e 6 apresentaram valores médios de 67,5 % e 77, 5%
de sementes emergidas e o tratamento 4 foi semelhante a testemunha com 32,5%. Os
tratamentos em contato com o Manitol apresentaram os maiores indices de emergéncia (EM),
onde provavelmente o manitol induziu positivamente a germinacdo e emergéncia das
sementes de feijdo fava analisadas.

Apesar de encontrar-se incidéncia significativa de Fusarium spp. na sanidade em
sementes de feijdo fava, nem sempre significa que todos os isolados sejam patogénicos.
Summerell et al., (2003) consideram que dentre as espécies de Fusarium spp. pode estar
presente uma espécie saprofita, dentre os diversos complexos de espécie existentes no género,
necessitando de procedimentos de inoculacao para definir sua patogenicidade.

As plantas emergidas e inoculadas com o patdgeno, apresentaram sintomas de
amarelecimento e murcha somente no estagio inicial de plantula, ou os sintomas de murcha
ficaram restritos somente ao cotilédone. A partir do desenvolvimento da folha verdadeira, os
sintomas desapareceram visualmente, podendo ser encontrados em algumas plantas, necrose

na raiz primaria e escurecimento vascular ao vigésimo primeiro dia de observacédo (Figura 3).

Figura 3. Plantas de feijdo fava ao vigesimo primeiro dia ap6s inoculacdo com Trichoderma e
Fusarium spp. A, C) Necrose desenvolvendo-se na raiz primaria (indicada por seta); B, D)
Escurecimento vascular observado apés o corte de feixe vascular (indicado por seta).
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N&o foi possivel observar progressdo dos sintomas sobre as plantas de feijdo fava,
provavelmente devido ao tempo de exposic¢éo ao patdgeno in vitro durante a inoculagéo ou ao
tempo de exposicdo apos a inoculacdo em casa de vegetacdo. Sousa (2016) ao inocular F.
falciforme em plantulas de feijdo fava, realizou avaliagdes até o sexagésimo dia. Pereira
(2007) define que o intervalo minimo para observar o progresso de F. oxysporum f. sp.
phaseoli em feijoeiro comum, é de 21 dias. Neste trabalho observou-se as plantas até o
vigésimo primeiro dia causando, provavelmente interferéncia na reproducédo dos sintomas
desejados.

Veloso (2013), testando isolados de F. oxysporum em feijdo-caupi (Vigna unguiculata
(L.) Walp), ndo observou sintomas em todos os isolados analisados. Verificando que estas
espécies constituiam-se de sapréfitas que permanecem aderidas a camada superficial da
semente e inviabilizavam o desenvolvimento do patégeno durante a inoculacéo.

Carvalho (2011), para o feijoeiro, verificou que nos dias iniciais de inoculagdo a
incidéncia do patégeno foi mais elevada, e a partir do nono dia, com o maior
desenvolvimento, observou-se um percentual mais elevado de plantulas normais, como
também foi notado neste trabalho.

O efeito ndo positivo de Fusarium spp. pode ser atribuido também ao in6culo com o
Trichoderma spp. que com os principios de competicdo, podem ter inviabilizado as col6nias
do patégeno a partir da producdo de metabdlitos extracelulares tdxicos para outros fungos
conforme relata Harman et al., (2004).

Como constata Redda et al., (2018) utilizando isolados de Trichoderma, obtiveram
reducdo significativa da incidéncia do patégeno F. oxysporum f. sp. cucumerinum em
plantulas de pepino (Cucumis sativus). Tendo em vista a evolucdo de préticas culturais,
condi¢cdes ambientais e alta variabilidade do patégeno, podem ocorrer a co-evolucdo do
patdgeno com o hospedeiro, influenciando seu ciclo bioldgico, incluindo sua capacidade
causar doenca (TU, 1994).

5.4 Avaliacao fisiologica in vitro e in vivo sobre o tratamento do Trichoderma

A qualidade fisiologica de sementes é importante para a avaliacdo das variaveis de
desempenho, como emergéncia, emergéncia total de pléntulas, viabilidade e manutencgdo de
alto vigor, favorecendo uma maior velocidade nos processos metabdlicos, propiciando
emissdo mais rapida e uniformidade da raiz primaria durante o processo de germinacdo, alta
taxa de crescimento, produzindo plantulas com maior tamanho inicial e alta produtividade
(MUNIZZI et al., 2010).
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Na interagdo entre antagonista versus concentragdes, as suspensdes de 1,5x10%; 2,0x108;
2,5x10% e 3,0x10® conidios mL?, para o Trichoderma spp., ndo influenciaram
significativamente na qualidade fisioldgica in vitro, quando avaliados os indices de
velocidade de germinacdo (IVE), primeira contagem de germinacdo (PCG) e germinacéo
(GE) nas sementes de feijao fava, ndo diferindo estatisticamente da testemunha (Figura 4).

Para o Trichodel®, foi observado efeito fitotoxico para as plantulas de feijdo fava nas
concentragdes analisadas, exceto na concentragdo 2,0 x 10® conidios mL™, que apresentou
médias proximas a testemunha quanto ao IVG, PCG e GE. Em relacdo as demais doses,
indices inferiores foram observados em relacdo a testemunha, sendo a concentracdo de
1,5x108 conidios mL™ apresentando os menores valores fisioldgicos. Dados semelhantes
foram observados por Faria et al.(2003) analisando a acdo de T. harzianum sob sementes de
algodoeiro.

O teste de germinacdo foi realizado em condi¢Ges controladas sob condi¢des de umidade
e temperaturas constantes, podendo assim ter influenciado no vigor das sementes. Gomes et
al. (2016), observaram resultados semelhantes para as variaveis de qualidade fisiolégica em
sementes de feijdo fava tratadas com diferentes Oleos essenciais. Tais resultados podem
sugerir que o feijao fava, devido ao seu carater rastico, necessita de condi¢Ges adversas de
temperatura e umidade, ndo se comportando de maneira expressiva em testes in vitro.
Segundo Harman (2004) os efeitos de Trichoderma s&o mais evidentes durante condicoes
mais adversas e estressantes.

Os mesmos tratamentos foram aplicadas para avaliacdo da qualidade fisiolégica in vivo
das sementes de feijdo fava, em casa de vegetacdo. N&o houve interagéo significativa para a
variavel de indice de velocidade de emergéncia (IVE) (Figura 4). O isolado de Trichoderma
spp., foi observado os maiores indices nas concentragdes de 1,5; 2,0 e 3,0 x 10® conidios mL"
! apresentando uma maior velocidade de emergéncia em comparagdo com a testemunha, ao
nivel de significancia de 5%.

A concentracio 2,5x108 conidios mL™ para ambos tratamentos apresentou 0s menores
indices, além disso, para o tratamento Trichoderma spp. houve interagdo negativa na
emergéncia de plantulas de feijio fava. Para o Trichodel®, nas concentragdes de 1,5; 2,0 e
3,0x108 conidios mL™? os valores médios foram superiores a testemunha. Santin (2008)
registrou a ocorréncia de interacdo negativa de Trichoderma em sementes de feijoeiro, devido
a producdo de metabdlitos toxicos a semente ou a competicao por nutrientes com a plantula. E
importante ressaltar que a acdo promotora de Trichoderma é relatada por diversos autores na

literatura, constituindo-se de raros relatos de efeitos negativos.
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Figura 4. Controle bioldgico com Trichorderma de sementes de feijao fava ‘Orelha de Vo’. Indice de

velocidade de germinagdo (IVG), primeira contagem de germinacdo (PCG) e germinacdo (GE),

porcentagem de plantulas de feijao fava ‘Orelha de V¢’

emergidas na primeira contagem (PCE),

emergéncia (EM) e indice de velocidade de emergéncia (IVE), sob suspensdo em diferentes concentragdes

de Trichoderma.
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Para a varidvel de primeira contagem de emergéncia (PCE) ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos e a testemunha (Figura 4), porém, as concentracdes de 2,0 e
2,5x108 conidios mL™* do tratamento com Trichoderma spp. apresentaram indices superiores.
Ja a concentragdo de 3,0x108 conidios mL™ do tratamento com Trichoderma spp., apresentou
indices inferiores a testemunha, porém nesta mesma concentragdo, para o isolado Trichodel®,
os indices foram superiores.

Os valores médios de emergéncia (EM) ndo diferiram estatisticamente entre 0s
tratamentos, entretanto, nas concentragdes de 1,5; 2,0 e 3,0x108 conidios mL™, para ambos o0s
tratamentos apresentou percentual de emergéncia superiores a testemunha (Figura 4). Os
resultados corroboram com Berloffa et al., (2015), as sementes de angico vermelho
(Anadenanthera macrocarpa) tratadas com T. asperellum apresentaram uma melhor
emergéncia, porém, ndo houve diferenca estatistica entre os demais tratamentos.

Para o comprimento da parte aérea (CPA) houve diferenca estatistica significativa
(p<0,01) (Figura 5) com efeito sinérgico entre as concentragdes de 1,5; 2,0x108 conidios mL™
para o tratamento com Trichoderma spp. e na concentracdo de 3,0x108 conidios mL™* para
ambos 0s tratamentos, que proporcionaram o0s mais altos indices em relacdo as demais
concentragdes e a testemunha. O Trichodel® na concentracdo de 2,0x10® conidios mL™ e o
Trichoderma spp. na concentragdo de 2,5x108 conidios mL™ apresentaram médias inferiores a

testemunha.

Em relacdo ao comprimento de raiz (CPR) houve diferenca significativa (p<0,01) na
interacdo antagonista versus concentragdes. O Trichodel® apresentou valores superiores a
testemunha em todas as concentracdes, e a maior concentracao proporcionando plantulas mais
vigorosas, como também um maior desenvolvimento de raizes laterais (Figura 5). Para o
tratamento com Trichoderma spp., ndo houve interacéo significativa entre antagonista versus

concentragdes versus testemunha.

Houve interacdo significativa ao nivel de probabilidade & 1% entre antagonista versus
concentragdes versus testemunha para os indices de comprimento de plantulas (CPL) (Figura
5), onde o tratamento com Trichoderma spp. na concentracdo de 2,0x108 conidios mL
apresentou o maior indice do tratamento sendo superior a testemunha, no comprimento total
de plantulas. A concentragdo de 3,0x108 conidios mL™ proporcionou um maior comprimento

de plantulas
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Figura 5. Comprimento (cm) da parte aérea, raiz primaria e plantula de feijao fava ‘Orelha de Vo’.

Massa seca (g) da parte aérea, raiz e plantula de feijdo fava, tratadas sob diferentes suspensées de

Trichoderma.
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Em Arabidopsis thaliana, relatou-se que Trichoderma virens proporcionou o
aumento da biomassa das raizes e da formacgdo de raizes laterais, associando tal
crescimento, com a producdo de auxinas pelo fungo. Além disso, induziu a acumulagéo
de peréxido de hidrogénio nas raizes primarias e nas raizes laterais (CONTRERAS-
CORNEJO, 2011). Chaves (2015), avaliando a qualidade de plantas de alface (Lactuca
sativa) inoculadas com Trichoderma no substrato, observou que para as varidveis de
comprimento de plantula (CPL) e para comprimento de raiz (CPR) houve diferenca
significativa (p<0,01) entre os tratamentos na interacdo cultivar x Trichoderma e
testemunha, porém, para um das cultivares analisadas ndo houve significancia para o

comprimento de raiz.

Carvalho et al. (2011) avaliando o crescimento de plantas de feijoeiro sob
tratamento de T. harzianum, verificou que nenhum dos tratamentos foi superior a
testemunha para o comprimento de parte aérea (CPA). Para comprimento médio de
raizes, apenas um dos tratamentos foi superior a testemunha, apresentando em um dos

tratamentos necroses na raiz derivadas da intera¢do do antagonista.

Patekoski et al., (2016) ao avaliarem agdo do produto Trichodel®, ndo observaram
promogao de crescimento e nas concentracdes testadas de 0,5 e ImL L™ ocorreu-se a

reducdo do comprimento de raiz das plantas analisadas.

O peso de massa seca parte aérea (MSPA) apresentou niveis significantes a 1%. O
Trichodel® na concentracdo de 3,0 x 108 conidios mL™, proporcionou o maior valor
médio entre os tratamentos e a testemunha. O menor valor entre os tratamentos e a
testemunha foi apresentado pela concentragdo de 2,5x10® conidios mL™ (Figura 5).

Para a massa seca da raiz (MSPR) houve significancia a 5% entre aos tratamentos.
Os maiores valores entre os tratamentos foram proporcionados na concentracdo de
3,0x108 conidios mL™, entretanto, ndo houve diferenca estatistica para as concentracdes
entre a testemunha (Figura 5). Nas demais concentra¢fes, em ambos tratamentos, 0s
valores médios foram inferiores a testemunha. Chaves (2015), observou interacdo
significativa do Trichoderma para as variaveis de massa seca de raiz, total e parte aérea
em mudas de alface (Lactuca sativa).

Na varidvel da massa seca total (MSTO), houve significancia a 5% entre 0s
tratamentos. Sendo os maiores valores proporcionados na maior concentracdo entre 0s

tratamentos, ndo diferindo estatisticamente da testemunha (Figura 5). Berloffa et al.
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(2015) apresentaram dados semelhantes para as variaveis de massa seca em casa de
vegetacdo, para mudas de angico vermelho, ndo havendo diferengas significativas.

Para Harman et al. (2004), a caracteristica de promotor de crescimento de
Trichoderma sp. o torna importante para a agricultura. Entretanto, no presente trabalho
ndo foi possivel observar efeitos significativos de promocdo de crescimento para as
varidveis de massa seca (MSPA, MSPR e MST), porém, para as variaveis de
crescimento (CPA, CPR e CPL) os tratamentos se mostraram promissores para as
concentrages testadas.

O percentual de sementes mortas (SM) ndo apresentou significancia nos
tratamentos. J& o indice de sementes duras (SD) apresentou significancia a 5% entre 0s
tratamentos. Na concentracgdo de 2,5x108 conidios mL™ no tratamento com Trichodel®,
houve o maior indice de sementes duras, podendo ter ocasionado um perda de vigor nas
sementes, que mesmo viaveis ndo emergiram do substrato (Figura 6) O tratamento com
Trichoderma spp., apresentou os menores indices de sementes duras, até mesmo para a

testemunha, ndo apresentando perda de vigor nas sementes.
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Figura 6. Porcentagem de sementes duras (SD) germinadas,
porém ndo emergidas quando submetidas a diferentes
concentragdes de Trichoderma.

5.5 Analise sanitaria das sementes de feijao fava

A boa qualidade da semente representa um dos elementos para 0 sucesso de uma
lavoura, na qual todas as préaticas agricolas, incluindo principalmente o controle
fitossanitario ndo serdo eficazes caso ocorra 0 uso de sementes com baixa qualidade.

Uma semente de boa qualidade fisica e sanitaria € um aspecto a ser considerado devido
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a presenca de microrganismos causando perdas na agricultura e transmitindo doencas
entre diferentes regides (NASCIMENTO; MEDEIROS, 2015).

O lote oriundo da cidade de Remigio-PB, apresentou o0s seguintes géneros fungicos
com maior incidéncia: Aspergillus spp. (25,5%); Colletotrichum sp. (0,2%);
Chaetomium sp. (0,2%); Fusarium spp. (1,1%); Penicillium sp. (13,3%); Rhizopus sp.
(8,5%). O lote de Alagoa Grande-PB apresentou os géneros fungicos: Aspergillus spp
(0,2%); Colletotrichum sp. (0,2%); Curvularia sp. (0,1%); Chaetomium sp. (0,2%);
Fusarium sp. (4,6%); Penicillium sp. (3,9%); Rhizopus sp. (0,3%). E o lote de Campina-
PB: Aspergillus spp. (6%); Colletotrichum sp. (0,1 %); Chaetomium sp. (0,3%);
Fusarium sp. (4,7%); Penicillium sp. (8,6); Rhizopus sp. (1,8%) (Tabela 5).

Tabela 5. Incidéncia de fitopatogenos associados a sementes de feijdo fava ‘Orelha de
V&’ para os lotes analisados de Remigio-PB, Alagoa Grande-PB e Campina Grande-PB.

LOTES %
Géneros % Remigio-PB  Alagoa Grande —PB Campina Grande-PB
Curvularia sp. - 0,1 -
Colletotrichum sp. 0,2 0,2 0,1
Chaetomium sp. 0,2 0,2 0,3
Periconia sp. 0,4 - -
Fusarium spp. 1,1 4,6 4,7
Rhizopus sp. 8,5 0,3 1,8
Penicillium sp. 13,3 3,9 8,6
Aspergillus spp. 25,5 0,2 6

As sementes oriundas de Remigio demonstraram uma alta incidéncia de fungos de
armazenamento, como Aspergillus spp. (25,5%), Penicillium sp. (13,3%), Rhizopus sp.
(8,5%), podendo-se inferir que as condi¢cbes nas quais as sementes estavam
armazenadas ndo eram ideais, seja de tempo, temperatura e umidade. J& os lotes de
Alagoa Grande e Campina Grande, demonstraram menores incidéncias de fungos de
armazenamento e uma maior incidéncia de Fusarium spp. (4,6% e 4,7%,
respectivamente). O lote de Remigio, por apresentar uma qualidade inferior as outras
amostras obtidas, houve incidéncia menor de Fusarium, que segundo Querales (2010), a

viabilidade do patégeno é reduzida em consonancia com o tempo de armazenamento.
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Gomes et al. (2016), registraram a incidéncia de patdgenos e fungos de
armazenamento em feijdo fava variedade “lavandeira”, dentre os géneros de maior
importancia Fusarium; Aspergillus; Rhizopus; e Penicillium, encontrados em comum
neste trabalho.

Mota et al. (2017), analisaram a incidéncia de fitopatdgenos em feijdo fava e
detectaram a existéncia de 22 géneros de fungos associados as sementes,
correspondendo de maior incidéncia aos géneros Aspergillus; Penicillium; Curvularia e
Monilia em 63,76% de todas as colnias fungicas obtidas.

Os géneros Penicillium, Aspergillus e Rhizopus, sdo responsaveis pela deterioracao
de sementes, em condi¢Oes de armazenamento inadequado, atacando sua reserva, e com
isso reduzindo seu vigor, indice germinativo e podendo levar a morte do embrido
(EMBABY et al., 2013; SOUZA et al., 2017).

O género Fusarium, foi encontrado por Mota et al., (2017) em 22 acessos das
sementes analisadas de feijdo fava, registrando 64,7% de incidéncia, e apresentando
variacdo intraespecifica, como Fusarium camptoceras, Fusarium clamydosporium e
Fusarium verticillioides.

A incidéncia de Fusarium, Aspergillus e Penicillium em sementes é problemaética,
principalmente no que se refere a producdo de micotoxinas, que podem ser prejudiciais
ao consumo animal e humano. Além disso, Fusarium spp. pode inibir a germinacéo de
diversas outras culturas e ser facilmente transmitido para plantulas. Sdo necessarios
estudos que suportem o estabelecimento de padrdes sanitarios de sementes para estas
espécies toxigénicas e gerar evidéncias cientificas sobre a relevancia de sua transmissao
sistémica a planta e o impacto no acumulo de toxinas no grdo (QUERALES, 2010;
DEAN et al., 2012; PARSA et al., 2016).

Os resultados da analise de sanidade deste trabalho revelam um indice preocupante,
pois 0s maiores indices de producdo de feijdo fava ainda séo restritos a pequenos
produtores, que majoritariamente nao detém de técnicas adequadas de armazenamento e
producdo, necessitando de uma maior atencéo dos 6rgéos de fiscalizacdo e de pesquisa e

extensao.
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5.6 Caracterizacao morfoldgica dos isolados de Fusarium

A caracteriza¢do morfoldgica é tradicionalmente utilizada para fins taxonémicos e
envolve analise de pigmentagdo das coldnias, textura, forma marginal, velocidade de
crescimento micelial, processo de formacédo dos conidios, forma e tamanho de esporos
(BURGESS et al., 1995).

Os isolados avaliados apresentaram uma significativa variabilidade morfologica
para todas as varidveis avaliadas. As culturas produziram micélio flocoso, esparso ou
denso irregular, tingidos pelo substrato no verso e reverso da placa de Petri de violeta-
claro, amarelo-claro, branco-rosado, branco, violeta acinzentado, violeta escuro, branco-
amarelado, branco acinzentado, rosa-pUrpura, amarelo-escuro e laranja-salmao
observados em BDA (Figura 7). Tais caracteristicas, sdo consideradas secundarias e
atualmente ndo sdo tdo utilizadas para classificacdo taxonémica, devido as constantes
variacdes exibidas por este género (Querales, 2010), porém, sdo de grande importancia

para a caracterizacdo morfoldgica das culturas fungicas.

Figura 7. Colbnias de Fusarium spp. em meio batata-dextrose-agar. Cada par do
verso e reverso das placas estdo dispostos alinhados em colunas.
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Microconidios hialinos produzidos em falsas cabecas e formando longas cadeias,

micronidios ovais a obovoides, clavados, ovais com um septo transversal, piriformes e

globosos, macroconidios elipsoides a fusiformes produzidos em células conidiogénicas

por mono ou polifialides; foram observados em meio SNA (Figura 8).

Figura 8. Caracteristicas morfologicas de Fusarium spp. do feijdo fava em
meio SNA. A) micronidios produzidos sobre falsas cabecas e formando cadeias
longas >15 conidios (aumento de 20x); B) esporodoquio produzindo
macroconidios (aumento de 40x); C) monofialides produzindo microconidio
em falsa cabeca (aumento de 40x); D) polifiélides (indicado pela seta central)
produzindo microconidios em massa sobre falsas cabecas (aumento de 40x); E)
macroconidios sendo produzidos; F) polifidlides produzindo microconidios; G)
monofialide produzindo microconidios em cadeia e em massa sobre falsas
cabecas (aumento de 40x).
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Os clamidosporos sdo normalmente encontrados em culturas mais velhas,
originando de hifas ou conidioforos, sendo necessario reexaminar as culturas ap6s um
certo periodo de tempo (SUMMERELL et al., 2003). As culturas foram observadas
apos o vigésimo primeiro dia e foi constatada a presenca de clamiddsporos (Figura 9)
apenas nos isolados CMLF 01, CMLF 08 e CMLF 09, com formato globoso oval do
tipo solitario, ou ocorrendo em pares, e em cadeia com coloracdo alaranjada,
intercalados ou formados nas extremidades das hifas. Esta estrutura é tipica do género
Fusarium, entretanto, as espécies do complexo Giberella fujikuroi ndo a produzem. A
auséncia de clamiddsporo, aliada a producédo de esporodoquios de coloracdo alaranjada,
a presenca de macroconidios com paredes delgadas e microconidios abundantes
dispostos em falsas cabecas sdo caracteristicas chaves deste complexo, mostrando ser
uma caracteristica importante a ser avaliada nos isolados deste trabalho (NELSON,
1983; QUERALES, 2010).

Figura 9. Tipos de clamidosporos dos isolados de Fusarium spp. do feijdo fava em
SNA a partir do vigésimo primeiro dia de cultivo. A) Clamiddsporo em cadeia
produzido na extremidade da hifa (aumento de 40x); B) Clamidosporo intercalado a hifa
(coloracdo a partir de azul de metileno, aumento de 100x); C) Clamiddsporo duplo
(coloracéo a partir de azul de metileno, aumento de 100x).

Os microconidios asseptados, mais abundantes que os macroconidios, para a

maioria dos isolados apresentaram-se hialinos, sendo produzidos em falsas cabecas e
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produzidos em monofialides curtas formando cadeias longas e curtas, possuindo em
média de 3,0 um de comprimento e 1,0 um de largura (Tabela 6). Alguns isolados
apresentaram microconidios septados, possuindo em média 4 um de comprimento e 1,0
um de largura, binucleados a partir do septo; estas estruturas assemelham-se a
ascosporos no periodo pré-germinativo conforme descrito por Lima (2006), porém, ndo
foi observado a presenca de peritécios nos isolados em questéo.

Tabela 6. Caracteristicas morfoldgicas(um) de isolados de Fusarium. UFPB, Areia, PB,
2018.

Macroconidios septados Microconidios septados Microconidios asseptados Fialides

Fusarium

spp. C L C L C L C
CMLFOL 1314 1,2b 54a 13a Oc Oc 85a
CMLF 02 0d Oc Oc Oc 31b 12D 11,4a
CMLFO3  1021ba 13b Oc Oc 30b 13ba  105a
CMLF 04 0d Oc Oc Oc 30b 15a  107a
CMLF 05 0d Oc Oc Oc 36a 14ba  162a
CMLFOS  55p¢ 12h 36b 0,67 b Oc Oc 111a
CMLFO7T 741c 1,2b Oc Oc 3,4 ba 12b  91a
CMLFO8 1274 17a 4,1b 0,8b Oc Oc 118a 243a
CMLFOS  771hc 14b 4,1b 15a Oc Oc 82a
CMLFI10  gapc 1,1b 38D 0,9b Oc Oc 92a

CV.% 31.9 19.1 34.1 41,2 18,9 335 84,7

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si para o teste
de Tukey ao nivel de 1% de probalidade.

Os macroconidios produzidos foram multinucleados fusiformes, levemente
curvados a quase retos, de paredes delgadas em média de 50 pum até 13,0 um de
comprimento ¢ 1,5 um de largura, e possuindo de 1-6 septos, sendo mais frequente
encontrar de 1-4 septos, sendo de fécil identificacdo pelas dimensdes apresentadas
(Tabelas 6,7). Foi possivel observar a formagdo de esporoddquios produzindo
macroconidios apenas no isolado CMLF 01, a partir do vigésimo primeiro dia de cultivo
e apresentando coloracdo alaranjada, caracteristica também descrita por Veloso (2013)

em isolados de F. oxysporum do feijao-caupi.
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Tabela 7. Marcadores morfolégicos diferenciais de Fusarium spp., isolados de
sementes de feijdo fava. UFPB, Areia, PB, 2018.

Fusarium spp. 01 02 03 04 05 06 07 08 09 010
Falsas cabecas + + + - + + - - 4+ -
Cadeiascurtas (<15 (
Arranjo dos conidios)
conidios Cadeiaslongas (>15 | . _ . _ _ .
conidios)
Hifa estéril espiralada -+ - - -+ o+ - -
Oval a obovoide -+ 4+ o+ o+ -+ - -+
Piriforme e
CIaSSITIC.aGaO Clavado -+ + o+ o+ -+ - - -
conidios
Fusiforme + - + - -+ + + + 4+
Globoso - - - ..o+
Abert. con. Max 4 4 2 2 3 4 3 1 - 4
Clamidosporos + - - - - - -+ 4+ -

(+) indica a presenca do caractere;
(-) indica a auséncia do caractere;

Atualmente, devido as constantes mudancas intraespecificas apresentadas por
Fusarium, a identificacdo de espécie por caracteres morfoldgicos ndo é utilizada com
frequéncia na literatura. Porém, manuais de identificacdo morfolégica ainda sao
utilizados para fins de comparacdo estruturais, como os descritos por Leslie e
Summerell (2006).

Os isolados de F. oxysporum e F. incarnatum descritos por Pizzeta (2017),
apresentaram fortes semelhancas morfolégicas entre alguns isolados descritos neste
trabalho. A semelhanca na forma e disposi¢do de micro e macroconidios, originados em
mono e polifidlides, aléem da coloracdo de coldnias foi evidente. Tal fato sugere uma
aproximacédo morfoldgica entre os isolados de Fusarium spp. deste trabalho.

A diversidade de caracteristicas apresentadas pelos conidios (Figura 10) entre 0s

isolados, sugerem que possa existir diferentes espécies ou agrupadas em complexos
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entre os dez isolados descritos. A confirmacdo por marcadores moleculares é essencial

na proxima etapa de identificagéo das culturas.

Figura 10. Morfologia de microconidios observadas nos isolados de Fusarium spp.

(aumento de 40x); A) Microconidio oval; B) Microconidio piriforme; C, F)
Microconidio globoso; D) Microconidio clavado; E) Microconidio obovoide.

O indice de velocidade de crescimento micelial das colénias (IVCM) foi avaliado
diariamente (Tabela 8), acondicionados em estufa BOD em + 25 °C. Os isolados
apresentaram um bom indice de crescimento micelial, variando de uma cultura para
outra. O isolado que apresentou o crescimento médio mais significativo foi o CMLF 08
com 17, 63 mm dia 1, com os isolados CMLF 01, CMLF 06, apresentando indices
respectivos de 16,28 mm dia * e 15,73 mm dia . Os isolados CMLF 02 e CMLF 04
apresentaram os menores indices de crescimento micelial analisados, de 10, 40 mm dia -

1e12,38 mm dia ..
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Tabela 8. Indices de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e esporulagio (UFC
1x10%) e pigmentagao das coldnias em meio BDA para os isolados analisados. UFPB,
Areia, PB, 2018.

PIGMENTACAO DA COLONIA

Fusarium spp. | IVCM | UFC 1x10* VERSO REVERSO
CMLF 01 16,28 ba 4,7cd Salméo Laranja salmé&o
CMLF 02 10,40 e 17 cbd Rosa Purpura Rosa Purpura
CMLF 03 13,19cd  129,75a  Violetaacinzentado  Violeta claro
CMLF 04 12,38 ed 27,65 chd Branco Branco
CMLF 05 14,59 bcd 36,6 b Violeta escuro Vermelho claro
CMLF 06 15,73 ba 2,4d Branco Branco
CMLF 07 12,99cd  35,65¢ch Branco rosado Salméo
CMLF 08 17,63 a 13,8 chd Salméo Laranja Salmao
CMLF 09 13,19 cd 3,1d Branco Amarelado Salméo
CMLF 10 15,10 bc 1,05d Salméo Laranja Salmao

CV.% 7,5 68,22

*Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si para o teste
de Tukey ao nivel de 1% de probalidade (p<0,01).

Apesar do IVCM constituir-se de uma caracteristica comparativa dentre os isolados
analisados, Pizzeta (2017) registrou médias de crescimento semelhantes a este trabalho,
onde 12,0 mm dia * para os isolados de F. oxysporum e de 14,5 mm dia * para os
isolados de Fusarium incarnatum. Veloso (2013), encontrou indices de 11 mm dia -

para isolados de F. oxysporum associados ao feijoeiro.

Os niveis de esporulacdo (Tabela 9) foram analisados com auxilio da camara de
Neubauer, sob uma solucdo de 10 ml e ajustados para a concentragdo 1x10* conidios
mL?. O isolado que apresentou esporulacdo mais significativa foi o CMLF 03, e o
isolado com o menor indice de esporulacéo foi o isolado CMLF 010.

Segundo Summerell et al. (2003), uma das caracteres taxonémicos do género
Fusarium é a presenca das fialides, hifas produtoras de esporos, que dividem-se em
monofialides e polifialides. As monofialides apresentam apenas uma abertura para a
célula conidiogénica, as polifidlides apresentam duas ou mais. Para tal, as aberturas
conidiogénicas foram descritas na Tabela 8, que apresentaram origem em mono e
polifialides. Em geral, as fialides ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si para

comprimento, alcan¢ando em torno de 16 um de comprimento e até 2,43 um de largura.
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Foi detectada a presenca da hifa estéril espiralada associada ao conidi6foro,
aparecendo na superficie do meio SNA nos isolados CMLF 02, CMLF 06 e CMLF 07
(Figura 12). A hifa estéril espiralada é caracteristica de espécies de Fusarium associadas
ao complexo Gibberella fujikuroi (NIRENBERG; O’DONNEL, 1998).

Figura 11. Hifa estéril espiralada observada nos isolados de Fusarium spp. (coloracéo a
partir de azul de metileno, aumento de 100x).

Pérez-Sierra (2007) descreve a presenca da hifa estéril espiralada em um isolado e
no outro uma hifa estéril ndo espiralada, associada a Fusarium circinatum patdgeno de
Pinus spp. no norte da Espanha. Pfenning et al. (2014) registram a primeira ocorréncia
de F. circinatum no Brasil associado também ao Pinus e apresentando também a hifa
estéril espiralada. F. circinatum também foi associado a espécies de gramineas
préximas a hospedeiros de Pinus na Califérnia, mostrando que tal patégeno pode
infectar gramineas sem demonstrar sintomas visiveis (SWETT, 2012).

Lima (2006), observou a presenca da hifa estéril espiralada nos isolados de
Fusarium sp. do Brasil e em Fusarium sterilihyphosum associados a mal formacéo da
mangueira, sendo este Gltimo relatado pela primeira vez no Brasil. E portanto, um
caractere taxondmico de extrema importancia para o género, onde estudos moleculares
podem confirmar a espécie associada ao feijdo fava na qual tais estruturas estdo
presentes. Tendo em vista as formas de producéo de feijao fava, que geralmente é posta
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como cultura marginal associada a gramineas na mesma area de cultivo, pode vir a
ocorrer, de fato, a mistura de material genético de patdgenos, causando a disseminagdo
de doencas e aumentando a sua variabilidade.

A caracterizacdo morfoldgica € importante para futuros estudos com o patégeno em
questdo, pois permite observar sua variacdo de comportamento perante condicdes
favoraveis ou estressantes, como também sua fisiologia e capacidade de adaptabilidade
ao meio natural. Partindo do ponto de conhecimento das caracteristicas morfolégicas do
patdgeno, a identificacdo de espécie a nivel molecular é importante para a descricao

completa dos isolados em estudo.
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6. CONCLUSOES

Pode-se concluir que os isolados de Trichoderma spp. utilizados apresentaram
potencial antagdnico contra os isolados de Fusarium spp. testados. Apesar de ser
descrito na literatura a acdo dos metabolitos volateis do antagonista, ndo foi possivel
obter resultados satisfatorios para este principio.

Como promotor de crescimento, fica evidente a agdo do antagonista em relacdo ao
aumento do desenvolvimento de parte aérea, raiz e comprimento de plantula,
aumentando também a formacéo de raizes laterais.

Né&o foi observado efeito significativo para o tratamento de Trichoderma spp. in
vitro que inibiu a germinag&o das sementes na maioria das concentragdes testadas.

O isolado bioldgico na concentracdo de 2,5 conidios/mL ! apresentou efeito
fitotoxico para as plantulas de feijdo fava analisadas in vivo em casa de vegetacao.

Os isolados de Fusarium spp. apresentaram uma ampla variabilidade de caracteres
morfol6gicos analisados.

Algumas plantas de feijdo fava analisadas no teste de transmissdo apresentaram
sintomas de necrose na raiz primaria e escurecimento de feixe vascular, entretanto ndo
foi possivel observar a progressdo destes sintomas. A observacdo minima para
progresséo dos sintomas requer 21 dias de observacéo.
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