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RESUMO

MARIA GILMARA FERREIRA DE OLIVEIRA. AVALIA(;AO IN VITRO E IN VIVO DO
POTENCIAL DE BIOCONTROLE DE TRICHODERMA SPP. A FUSARIUM SP. NA
CULTURA DA MELANCIA. Pombal - PB, Centro de Ciéncias e Tecnologia
Agroalimentar, UFCG, Fevereiro de 2014. 55 p. Monografia (Graduacdo em
Agronomia). Orientadora: Prof2. Dr2. Marcia Aparecida Cezar.

A melancieira € comumente afetada por doencas radiculares ocasionadas por
fungos do género Fusarium sp. Uma das alternativas promissoras para o controle é
a utilizacdo de Trichoderma spp. Neste sentido, objetivou-se com este trabalho
avaliar o potencial de biocontrole in vitro e in vivo de Trichoderma spp. a Fusarium
sp. na melancieira. A pesquisa foi desenvolvida no periodo de agosto de 2012 a
setembro de 2013 no Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar (CCTA),
pertencente a Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). Dois isolados de
Trichoderma spp. (T1 e T2) provenientes de amostras de solo coletadas em cultivos
de melancieira nos municipios de Pombal e Sdo Jodo do Rio do Peixe-PB, foram
confrontados diretamente com um isolado de Fusarium sp. patogénico a melancieira.
Discos de micélio de 0,5 mm de diametro do patégeno e antagonista foram
plagueados em meio batata-dextrose-agar (BDA), acrescido de antibiotico (A) e
incubados em camara de crescimento do tipo B.O.D a 28 £ 2 °C com fotoperiodo de
12 h. Os diametros transversais e longitudinais das colbnias foram medidos
diariamente durante oito dias. Os indculos de Trichoderma spp. e Fusarium sp.
foram produzidos em substratos areno-organico no periodo de 15 dias. Em seguida
em casa de vegetacdo foram adicionados nas concentracbes de 4% e 6%,
individualmente e em conjunto em vasos com capacidade de 0,5 kg contendo
substrato comercial esterilizado, onde foram semeadas duas sementes de melancia
Crimson sweet por vaso. Foram avaliados os seguintes parametros: antagonismo
dos isolados, incidéncia da podridao radicular, severidade da doenca, massa fresca
e seca da parte aérea e as trocas gasosas. Os isolados de Trichoderma spp.
apresentaram efeito antagénico sobre o crescimento micelial de Fusarium sp. Houve
incidéncia da doenca em todos os tratamentos com adicdo dos inéculos de Fusarium
sp. e Trichoderma spp. Entretanto, Trichoderma spp. reduziu a severidade das
lesBes ocasionadas por Fusarium sp. Os maiores valores do peso da matéria fresca
e seca da parte aérea foram obtidos nos tratamentos resultantes da interacéo entre
patbgeno e antagonista (T9 e T10). Nos tratamentos adicionados com diferentes
concentracbes de Trichoderma spp. (T3 e T4) tiveram maiores valores de
fotossintese. Os maiores valores de transpiracdo e condutancia estomatica foram
observados nos tratamentos onde adicionaram-se 4% de Trichoderma spp. (T3) e
4% de Fusarium sp. (T5). O crescimento vegetativo foi mais efetivo quando utilizou-
se menor concentracdo do antagonista e maior concentracdo do patdgeno.

Palavras-chave: Citrullus lanatus, controle biol6gico, antagonismo, podridao
radicular.



ABSTRACT

MARIA GILMARA FERREIRA DE OLIVEIRA. EVALUATION IN VITRO AND IN
VIVO OF POTENTIAL BIOCONTROL OF TRICHODERMA SPP. FUSARIUM SP.
THE CULTURE OF WATERMELON. Pombal — PB, Center for Agri-food Science and
Technology, UFCG, February, 2014. 55p.il. Monograph. (Undergraduate Agronomy).
Supervisor: Prof. Dr2, Marcia Aparecida Cezar.

Watermelons are usually affected by root diseases caused by fungi of the genus
Fusarium sp. One of the control alternatives is the use of Trichoderma spp. In this
sense, the aim of this study was to evaluate the potential in vitro and in vivo
biocontrol of Trichoderma spp. over Fusarium sp. in watermelons. The research was
carried out from August 2012 to September 2013 in the Centre for Science and
Agrifood Technology (CCTA) of the Federal University of Campina Grande (UFCG).
Two isolates of Trichoderma spp. (T1 and T2) from soil samples collected in
watermelons crops in the counties of Pombal and S&o Jodo do Rio do Peixe-PB,
were confronted with an isolate of a pathogenic Fusarium sp. Mycelial discs with 0.5
mm diameter of the pathogen and the antagonist were plated on potato dextrose
agar (PDA) supplemented with antibiotic (A) and incubated in a growth chamber at
28 +2 °C with 12 h of photoperiod. The transverse and longitudinal diameters of
colonies were measured daily for eight days. The inocula of Trichoderma spp. and
Fusarium sp. were produced in sandy organic substrates during 15 days. Then, in
the greenhouse, were added at concentrations of 4% and 6%, individually and
together, in pots with a capacity of 0.5 kg containing commercial sterilized substrate,
where two seeds of Crimson Sweet watermelon were sown per pot. The following
variables were assessed: antagonism of isolates, incidence of root rot, disease
severity, fresh and dry weight of shoots, and gas exchanges. Isolates of Trichoderma
spp. showed an antagonistic effect on mycelial growth of Fusarium sp. The disease
arose in all treatments with Fusarium sp. and Trichoderma spp. However,
Trichoderma spp. reduced the severity of lesions caused by Fusarium sp. The
highest values of fresh weight and dry weight of shoots were obtained in treatments
with the interaction of pathogen and antagonist (T9 and T10). In the treatments with
different concentrations of added Trichoderma spp. (T3 and T4) had higher
photosynthetic rates. The highest values of transpiration and stomatal conductance
were observed in treatments with 4% of Trichoderma spp. (T3) and 4% of Fusarium
sp. (T5). The vegetative growth was more effective when we used a lower
concentration of the antagonist and a greater concentration of the pathogen.

Keywords: Citrullus lanatus, biological control, antagonism, root rot.



1. INTRODUCAO

A melancieira (Citrullus lanatus) apresenta grande importancia soécio-
econdmica, pois é de facil manejo sendo responsavel por grande demanda de
mao-de-obra rural, gerando emprego e renda assim como a manutencdo do
homem no campo oferecendo um bom retorno econdmico para o produtor
(ROCHA, 2010).

A producéo brasileira de melancia em 2011 foi 2.198.624 milhdes de
toneladas (FAO, 2013). No Estado da Paraiba o cultivo da melancieira &
realizado em praticamente todas as microrregides, sendo que no ano de 2011
o sertdo paraibano foi responsavel por 38,24 % da producdo no estado (IBGE,
2013).

As cucurbitaceas estdo sujeitas ao ataque de varias doencas causadas
por fitopatbgenos que podem reduzir substancialmente a sua produtividade,
tanto de forma quantitativa como qualitativamente (VIEIRA et al., 2005).

Em um estudo sobre a ocorréncia de fungos fitopatogénicos em
melancieira cultivada no sertdo paraibano foram constatadas as presencas de
diversos patdégenos causadores de podriddes radiculares e murchas
vasculares, sobretudo do género Fusarium sp. que teve alta incidéncia nos
campos de producdo dos municipios de Patos, Sdo Jodo do Rio do Peixe,
Pombal, Lagoa e Paulista, situados no sertdo da Paraiba (OLIVEIRA et al.,
2012).

Além da melancieira diversas culturas de interesse agronémico podem
ser afetadas por inUmeros fungos fitopatogénicos que séo veiculados pelo solo.
Geralmente tais patdgenos tém capacidade de sobreviver por longos periodos
nesse ambiente por meio da formacéo de estruturas de resisténcia, as quais
garantem condi¢des ideais de sobrevivéncia ha auséncia da planta hospedeira.

O género Fusarium é composto por varias espécies flngicas que se
enquadram nas caracteristicas citadas acima, sendo capazes de causar
diversas doencas em plantas, como as podriddes radiculares, de caules e
frutos, além das murchas vasculares. Esse género apresenta ampla
distribuicdo geografica, com ocorréncia em todas as regides do mundo
(POLETTO et al., 2006).
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O controle das doencas causadas por patdgenos veiculados pelo solo &
considerado uma tarefa dificil, pois o solo € um ambiente complexo, onde
medidas de controle tém sua eficiéncia bastante prejudicada ou sua aplicacéo
dificultada (BEDENDO, 2011).

Uma das alternativas para reduzir o efeito negativo de patdégenos
radiculares e promover respostas positivas em plantas € o controle bioldgico,
uma pratica tradicional, que aliada a novos conhecimentos da microbiologia, é
atualmente muito estudada, para o controle de fitopatégenos (VINALE et al.,
2008).

Dentre os muitos agentes com potencial biocontrole, o fungo Trichoderma
spp. tem sido um dos mais estudados e comercialmente vendidos como
biofungicidas, biofertilizantes e inoculantes de solo. Para a agricultura, além do
controle de patdégenos, o uso de Trichoderma spp. pode oferecer varias
vantagens como: decomposicdo de matéria organica, uma microflora
competitiva deletéria através da colonizagéo da rizosfera e melhoria da saude e
crescimento das plantas (HARMAN, 2000; HARMAN et al., 2004).

Espécies de Trichoderma s&o antagonistas de diversos fungos
fitopatogénicos, e apresentam varios mecanismos de acdo, dentre os quais,
destacam-se a producdo de metabdlitos e enzimas com propriedades
antifangicas, o hiperparasitismo e a competicédo por nutrientes (HARMAN et al.,
2004).

Diante do exposto um estudo visando o isolamento de Trichoderma spp.
do solo proveniente de cultivos de melancieira situados no sertdo paraibano é
de extrema importancia para verificar a sua eficiéncia a patdgenos veiculados
pelo solo causadores de doencas radiculares em melancieira.

Nesse contexto, objetivou-se avaliar o potencial de biocontrole in vitro e in

vivo de Trichoderma spp. a Fusarium sp. na melancieira.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura da melancieira

A melancieira (Citrullus lanatus) pertence a familia Cucurbitaceae, e teve
origem no continente africano. E cultivada atualmente em todos os continentes
e seus frutos sdo apreciados por consumidores de todo o mundo,
principalmente nas regides de clima quente (SANTOS et al., 2005).

A cultura foi introduzida na Ameérica no século XVI provavelmente pelos
escravos, embora estudos tenham evidenciado ser o Nordeste do Brasil um
centro de diversidade da espécie (PUITATTI & SILVA, 2005).

Em 2011, a produgdo mundial de melancia atingiu 89.153.514 milhGes de
toneladas, os maiores produtores mundiais, China, Ir& e Turquia foram
responsaveis por 78,1% da producdo, sendo o Brasil o quarto maior produtor
mundial (FAO, 2013). No Brasil, esta hortalica fruto € produzida em volume de
exportacdo sendo as regiées Sul e Nordeste responsaveis por quase 80% da
produgdo nacional. Os estados do Rio Grande do Sul (346.454t), Bahia
(338.365t), Goias (268.530t) e S&do Paulo (191.884t) foram considerados os
maiores produtores nacionais (IBGE, 2013).

No Brasil, a melancia é uma das principais hortalicas produzidas,
superada apenas pelas culturas do tomate (Solanum licopersici L.), batata
(Solanum tuberosum L.) e a cebola (Allium cepa L.) (ANDRADE JUNIOR et al.,
2007).

No Nordeste brasileiro, o plantio da melancieira pode ser realizado em
qualquer época do ano, em cultivo de sequeiro ou irrigado. Durante o periodo
chuvoso, predomina o cultivo tradicional de sequeiro em consércio com outras
culturas alimentares como o milho e feijdo. Segundo esses autores no periodo
mais seco, que compreendem os meses de junho a dezembro, na regido do
submeédio do Vale do S&o Francisco e no agropolo Assu-Mossoroé concentram
a producdo irrigada para o mercado interno e externo. Nesse periodo, a cultura
apresenta um melhor desempenho em rendimento e qualidade de frutos em
relacdo as condi¢bes climéaticas mais adequadas com menor incidéncia de
pragas e doencas (RESENDE et al., 2006).
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Na Paraiba, as condi¢cdes edafoclimaticas sao favoraveis para o cultivo da
melancieira sendo este exercido praticamente por pequenos produtores que
concentram a sua producéo em regime de agricultura familiar, representando

desta forma uma cultura de grande importancia econdémica, nutricional e social.

2.2 Doengas em melancieira

Algumas doencas infecciosas causadas por fungos, virus, bactérias e
nematoides sdo consideradas limitantes a producéo de cucurbitaceas, podendo
muitas vezes inviabilizar o cultivo em funcdo de diversos fatores como o
aumento de custo da producéo, e a reducao na renda do produtor rural.

Dentre as principais doencas, que causam prejuizos consideraveis a
cultura, destacam-se as viroses ocasionadas pelo virus da mancha anelar do
mamoeiro, estirpe melancia (Papaya ring spot virus — type watermelon — PRSV-
W), virus do mosaico da melancia (Watermelon mosaic virus — WMV) e virus
do mosaico do pepino (Cucumber mosaic virus — CMV); doencas fungicas
como o crestamento gomoso do caule ocasionado por Didymella bryoniae,
antracnose por Colletotrichum lagenarium, podriddo de esclerotium (Sclerotium
rolfissi), mildio (Pseudoperonospora cubensis), tombamento de plantulas
ocasionado pelos patégenos Fusarium, Pythium, Phytophthora e Rhyzoctonia,
mela (Rhizoctonia solani), cercosporiose (Cercospora citrullina), oidio
(Sphaerotheca fuliginea) e a mancha de alternaria (Alternaria cucumerina)
doencas bacterianas como a mancha-bacteriana ocasionada por Acidovorax
avenae subsp. citrulli (SANTOS et al., 2005).

As doencas radiculares estdo entre as principais causas de reducédo na
produtividade de culturas de interesse alimentar no mundo, provocam perdas
através de tombamentos de plantulas, podridées do colo e raizes, murchas
vasculares e galhas (MICHEREFF et al., 2005).

2.3 Patdgenos radiculares

Os patogenos radiculares podem ser definidos como organismos que

passam a maior parte de seu ciclo de vida no solo, infectam oOrgaos
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subterraneos ou caules das plantas, e tém capacidade de sobreviver no solo
por um longo periodo na auséncia de seus hospedeiros (MICHEREFF et al.,
2005).

Os fungos constituem o maior grupo de patégenos radiculares, ocorrendo
em todos os tipos de sistemas agricolas e causando doencas nas principais
espécies cultivadas, com uma variada e ampla gama de sintomas
(MICHEREFF et al., 2005). Entre os principais genéros de patégenos flungicos
sdao citados Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium rolfsii,
Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Verticilium e Fusarium no
qual provoca o ataque dos vasos lenhosos, a partir das raizes, provocando
murcha generalizada e morte rapida das plantas (MICHEREFF & BARROS,
2001).

2.4 Fusariose na melancieira

O género Fusarium é considerado um dos mais importantes, pois engloba
diversas espécies, desde as saprofiticas até aquelas patogénicas, capazes de
causar doencas e sérios danos em plantas afetando a sua producdo
(MENEZES, 2009).

Além disso, possui ampla distribuicdo geogréafica, com representativa
ocorréncia em todas as regides do mundo. Apresenta como principais
caracteristicas sua sobrevivéncia no solo na forma de clamidésporos, e a
producdo de macroconidios fusiformes como uma das estruturas de
reproducéo assexuada (MASSOLA Jr & KRUGNER, 2011).

Patégenos como Fusarium séo classificados como necrotréficos, ou seja,
destroem os tecidos vegetais por meio da acao de toxinas ou enzimas que
promovem a lise e morte da célula hospedeira, permitindo o acesso a
nutrientes e o crescimento do patégeno (AGRIOS, 2005; OKUBARA &
PAULITZ, 2005).

Quanto a reproducdo algumas espécies completam o ciclo sexual,
possuindo o estado teleomoérfico, e tecnicamente passam a ter outra

denominagdo de género. Para a maioria das espécies ainda se conhece
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somente o estado anamorfico, onde ha somente a producdo de esporos
assexuados (DI PIETRO et al., 2003; LESLIE & SUMMEREL, 2006).

As doencas provocadas por Fusarium sp. podem estar associadas ao
tombamento de plantulas denominado de “damping-off”’, podridées radiculares,
murchas vasculares e podriddo de sementes. Algumas espécies sao altamente
micotoxigénicas, ou seja, possuem capacidade de produzir toxinas que afetam
desde animais selvagens e domeésticos, até mesmo a espécie humana
(LARANJEIRA, 2001).

Esses fungos provocam sintomas caracteristicos de murcha que surgem
devido ao estresse hidrico da planta, em decorréncia da obstru¢cdo dos vasos
do xilema. Vale ressaltar que além de Fusarium, a murcha vascular de plantas
causada por fungos € restrita somente a outros trés géneros: Ceratocystis,
Ophiostoma e Verticillium (AGRIOS, 2005).

Geralmente tais patdgenos tém capacidade de sobreviver por longos
periodos nesse ambiente por meio da formacédo de estruturas de resisténcia, as
quais garantem condi¢cfes ideais na auséncia da planta hospedeira. Além de
atacar varias cucurbitaceas, esses agentes patogénicos infectam outras
diversas culturas de interesse agronomico.

As condi¢Bes ideais para o desenvolvimento desses patdgenos sdo altas
temperaturas de 20 a 30 'C, com a 6tima situando-se em torno de 28 “C, baixo
teor de matéria organica e menor diversidade biol6gica (Lima et al.,, 2001).
Além disso, a alta umidade e clima quente também favorecem o progresso da
doenca (MICHEREFF et al., 2005).

A importancia desse fungo como patégeno vegetal esta relacionada a
dois fatores: o primeiro se refere ao hospedeiro vegetal, onde a complexidade
genética da resisténcia a esse patdégeno torna dificli o trabalho de
melhoramento de plantas. O segundo se refere ao patdogeno, Fusarium em que
pode persistir no solo por um longo periodo de tempo como conidio, na
superficie radicular do hospedeiro vegetal, ou como clamiddsporo, em estagio
dormente na auséncia do hospedeiro. Isso justifica o interesse na investigacédo
das bases genéticas de resisténcia de plantas a esse importante patdogeno na
agricultura principalmente nos solos (BERROCAL-LOBO & MOLINA, 2008).
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2.5 Controle da fusariose

Doencas ocasionadas por Fusarium sp. sdo de controle dificil, pois os
fitopatdgenos habitantes do solo sdo bem adaptados e os fungicidas
apresentam baixa eficiéncia, além do potencial efeito deletério que causam ao
ambiente (MAFFIA & MIZUBUTI, 2004).

As estratégias de controle da fusariose descritas por Michereff & Barros
(2001) baseiam-se no uso do controle cultural com a eliminacdo de plantas
doentes, preparo e irrigacdo do solo de forma adequada, rotacdo de cultura,
época e densidade de plantio, barreiras fisicas (quebra-ventos), cultivo em
ambiente protegido, e incorporacdo de matéria organica no solo; controle
genético com a resisténcia genética; o controle fisico utilizando tratamento
térmico com vapor, técnica da solarizagcdo e a termoterapia, e o0 controle
biolégico o mais sustentavel possivel com o uso de organismos benéficos para

reduzir o efeito negativo ocasionado por patdgenos radiculares.

2.6 Controle biolégico

A preocupagdo com o efeito ocasionado na saude humana e na
contaminagdo ambiental associada com a utilizacao excessiva de fungicidas no
controle de doencas de plantas e o surgimento de patdégenos resistentes aos
produtos quimicos aplicados tem contribuido para o aumento do interesse em
alternativas como o uso do controle bioldgico.

Zambolim (2010) define controle biolégico, como o0 uso de um
microrganismo para controle de um organismo patogénico, podendo o agente
apresentar efeito biocida, causando a morte do alvo, ou biostatico, inibindo seu
desenvolvimento.

O emprego de microrganismos antagonistas como agente de biocontrole
de patégenos veiculados pelo solo constitui uma das alternativas a serem
utilizadas na destrui¢cdo das unidades propagativas desses patégenos.

No controle biolégico de doencas de plantas Trichoderma é um dos

fungos mais utilizados e estudados, que pode ser encontrado naturalmente em
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todos os solos do mundo, onde vive e se alimenta de matéria organica ou de
outros microrganismos (HARMAN, 2000; HARMAN et al, 2004).

Esse fungo é capaz de inibir o desenvolvimento de varios patégenos por
mecanismos diversos, tais como antibiose, competicdo, parasitismo direto,
producdo de metabdlitos secundarios de efeito antibidtico e enzimas liticas,
melhoria na absor¢do de nutrientes, indugéo de resisténcia e promog¢édo de
crescimento de plantas devido a fécil colonizacéo do sistema radicular (WOO et
al., 2007; VINALE et al., 2008; HARMAN, 2011).

O género Trichoderma pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, fase
imperfeita ou anamorfa de Hypocrea, Classe Ascomycetes, Ordem
Hypocreales e Familia Hypocreaceae (KIRK, 2012).

Dentre os antagonistas, Trichoderma € certamente o mais utilizado no
Brasil, com dezenas de produtos disponiveis no mercado. As doencas mais
dirigidas séo as podriddes radiculares e as murchas vasculares causadas por
Rhizoctonia, Sclerotinia, Sclerotium, Fusarium, Verticilium, Phytium e
Phytophthora entre outras (LOPES, 2009).

A presenca de Trichoderma spp. em solo rizosférico e néo rizosférico
cultivado com tomateiro e pepineiro, em horta e estufa foi demonstrada por
Ethur (2006) onde verificou que em solo rizosférico a incidéncia deste fungo €
maior.

A selecéo de isolados de Trichoderma spp. para controle de Sclerotium
rolfsii em soja foi realizada por Lohmann et al. (2007) que constataram que tais
isolados foram eficientes na reducéo de “damping-off” em soja.

A verificagdo do potencial antagonico in vitro de Trichoderma a
Colletotrichum gloeosporioides em acerola foi realizada por Aradjo et al. (2011)
gue demostraram a esporulacao de Trichoderma sobre o patégeno.

Os fungos do género Trichoderma séo de grande importancia econémica
para a agricultura, uma vez que sdo capazes de atuarem como agentes de
controle de doencas de varias plantas cultivadas, promotores de crescimento e
indutores de resisténcia de plantas a doengcas (MOHAMED & HAGGAG 2006,
FORTES et al., 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Consideracdes Gerais

A pesquisa foi desenvolvida no periodo de agosto de 2012 a setembro de
2013 no Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar (CCTA), pertencente a
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). O experimento foi
conduzido em duas etapas, onde inicialmente foi realizada a coleta de isolados
de Trichoderma spp. em solo rizosférico e avaliou in vitro o potencial de
antagonismo de Trichoderma spp. a Fusarium sp. na melancieira conduzido no
Laboratério de Fitopatologia do CCTA/ UFCG. Na segunda etapa foi realizada
a avaliacdo in vivo do potencial de antagonismo de Trichoderma spp. a

Fusarium sp. ha melancieira em casa de vegetacao.

3.2 Isolamento do Trichoderma spp.

Com a finalidade de obter isolados de Trichoderma spp. provenientes do
solo rizosférico foram realizadas visitas a campos de producdo de melancieira
‘Crimson Sweet’ nos municipios de Sdo Jodo do Rio do Peixe e Pombal onde
foram coletadas 10 amostras do solo de cada local sendo estas obtidas da
mistura de trés subamostras retiradas na regido rizosférica ao redor do colo
das plantas de melancieira com 10 cm de profundidade e 5 cm de distancia da
planta (Figura 1). Em seguida o solo coletado foi transportado para o
Laboratério de Fitopatologia do CCTA/UFCG, campus de Pombal para
posterior isolamento.

O isolamento de Trichoderma das amostras coletadas deu-se de acordo
com o método da diluicdo em série, sendo retiradas de cada amostra composta
de solo dez gramas e colocadas em erlenmeyers com 90 ml de agua destilada
esterilizada. As solugcbes foram homogeneizadas em agitador mecanico a 170
rpm por 30 minutos. Em seguida, foram preparadas diluigbes em série 102 e
102 a partir da suspenséo do tubo, onde foram retiradas aliquotas de 0,1 ml, e
depositadas em placas de Petri (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006), contendo
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meio batata-dextrose-agar (BDA), acrescido da dose 0,03 g/L de antibi6tico (A)
e espalhadas com o auxilio da alga de Drigalsky, com trés repeticbes para cada
diluicdo. As placas posteriormente foram mantidas em camara climatizada tipo

B.0O.D a 28 °C £ 2°C com 12 horas de fotoperiodo por um periodo de oito dias.

Figura 1: Coleta das amostras de solo em cultivo de
melancieira proveniente do municipio de S&o Jodo do Rio
do Peixe-PB.

3.3 Obtencéao do isolado de Fusarium sp.

Plantas de melancieira cultivadas no municipio de Pombal-PB,
apresentando sintomas de murcha e podriddo no colo foram utilizadas para
obtencdo do isolado de Fusarium sp.. Para confirmacdo da presenca do
patégeno nas amostras de melancieira, estas foram submetidas ao isolamento
(MENEZES & SILVA-HANLIN, 1997), onde foram retirados pequenos
fragmentos superficiais das margens das lesbes. Em seguida foi feita a
desinfestacdo superficial em alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sodio
2% por um minuto e duas lavagens em agua destilada esterilizada, dispostos
em papel filtro esterilizado para secar, seguido do plaqueamento em meio BDA,
acrescido de antibidtico (A) na dose 0,03 g/L. As placas foram mantidas a
temperatura de 28°C durante sete dias, seguida da identificacdo com o auxilio

de um microscépio Optico e visualizacdo das caracteristicas morfologicas, tais
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com estruturas as reprodutivas (esporos), culturais como pigmentacdo e

estrutura do micélio.

3.4 Teste de patogenicidade do Fusarium sp.

Para confirmacéo do agente causal da podriddo radicular observada em
melancieira, o Fusarium sp. obtido no isolamento foi cultivado em meio BDA,
acrescido de antibiotico (A) contendo palitos de madeira esterilizados e fixados
no meio de cultura (Figura 2A) e utilizando apenas o palito com o BDA+A como

0 controle negativo (testemunha) (Figura 2B).

Figura 2: Placas de Petri com meio BDA+A, contendo palitos de madeira
esterilizados colonizados pelo isolado Fusarium sp. obtido de melancieira (A) e
sem fungo (B) utilizada como testemunha na inoculacao.

Para atestar a patogenicidade realizou-se o teste do palito que consistiu
na inoculagdo de plantas de melancieira cv. ‘Crimson Sweet’ com 15 dias de
idade, afixando-se discos de meio de cultura contendo micélio e conidios no
colo das plantas, com auxilio de palito esterilizado (Figura 3A) e como
testemunha foi utilizado apenas palitos de madeira contendo o BDA+A sem
fungo (Figura 3B). As plantas inoculadas foram submetidas a camara umida
por 48 h e mantidas em casa de vegetacdo até o aparecimento dos sintomas
(Figura 3C). ApGs a reproducdo dos sintomas procedeu-se o reisolamento do
patégeno, em BDA+A e nas condi¢des descritas anteriormente, confirmando-se
a patogenicidade de Fusarium sp. em melancieira.
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Figura 3: Plantas de melancieira cv. ‘Crimson Sweet’ inoculadas com palitos de
madeira colonizados por Fusarium sp. isolado de melancieira (A), sem fungo
utilizado como testemunha na inoculacdo (B) e exibindo sintomas iniciais de
escurecimento no colo aos cinco dias apoés a inoculacéo (C).

3.5 Teste de antagonismo dos isolados de Trichoderma spp. a Fusarium

sp.

A interacdo in vitro dos isolados de Trichoderma spp. (T1 e T2) com o
isolado de Fusarium sp. foi realizada no laboratério de Fitopatologia do CCTA
onde o0s antagonistas e patdogeno foram submetidos ao método da
confrontacao direta (BELL et al., 1982; ETHUR et al., 2005).

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado constituido de
trés tratamentos e seis repeticbes, sendo os tratamentos distribuidos da
seguinte forma: 1: Trichoderma spp. (T1l) pareado com Fusarium sp.; 2:
Trichoderma spp. (T2) pareado com Fusarium sp. e 3: Fusarium (controle). Os
dados provenientes das areas média das colbnias de Trichoderma spp. e
Fusarium sp. foram submetidos ao teste T com 5% de probabilidade.

Discos de 0,5 mm de diametro contendo micélio do patégeno e
antagonista foram pareados individualmente em lados opostos, proximos as
bordas das placas de Petri de 9 cm contendo meio BDA+A (Figura 4), e o
crescimento micelial foi avaliado diariamente através das medi¢cdes dos
diametros transversal e longitudinal utilizando um paquimetro digital. As placas
foram mantidas em camara climatizada tipo B.O.D a 24 °C + 2°C com
fotoperiodo de 12 horas por oito dias.
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Figura 4: Discos de 0,5 mm dos isolados Fusarium
sp. (A) e Trichoderma spp. (B) inseridos em Placa de
Petri de 9 cm contendo meio BDA+A.

ApOs a avaliacao diaria do crescimento micelial das colénias dos isolados,
foi verificado o antagonismo de acordo com os critérios propostos por Bell et al.
(1982) com escalas de notas variando de 1 a 5, sendo 1 (antagonista cresce
por toda a placa de Petri), 2 (antagonista cresce sobre 2/3 da placa), 3
(antagonista e patégeno crescem até a metade da placa), 4 (patégeno cresce

sobre 2/3 da placa) e 5 (patégeno cresce por toda a placa de Petri).

3.6 Producdo do in6culo de Trichoderma spp. e Fusarium sp.

Para a avaliagéo in vivo da agéo do Trichoderma spp. a Fusarium sp. 0s
in6culos dos fungos foram produzidos conforme a metodologia adaptada por
Leféevre & Souza (1993) que € amplamente utilizada para os patdgenos
Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani, ambos causadores de
podriddes radiculares, habitantes do solo por meio de estruturas de resisténcia
semelhantemente ao fungo Fusarium estudado no presente trabalho.

Dessa forma, os inéculos do antagonista e patégeno foram cultivados em
erlenmeyers de 1L contendo substrato areno-organico composto de trés partes
de esterco curtido, uma parte de areia lavada e 2% de aveia (v/p), e
adicionados 20 ml de agua destilada para cada 100 ml do substrato. O

substrato foi autoclavado duas vezes, em intervalos de 24 horas, durante uma
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hora a 120 °C. Posteriormente, em camara asséptica, foram transferidos dez
discos de 0,5 mm de diametro retirados das bordas das colénias dos fungos
em crescimento, para os frascos contendo substrato areno-organico. Os
erlenmeyers contendo o inéculo com Trichoderma spp. (Figura 5A) e Fusarium
sp. (Figura 5B) foram mantidos em camara climatizada tipo B.O.D a 30° + 2 °C
no escuro, por quinze dias, sendo periodicamente agitados com o objetivo de
homogeneizar a colonizagdo. Também, foi mantido um erlenmeyer sem o
fungo, nas mesmas condicdes dos frascos contendo o micélio, utilizado como

testemunha (Figura 5C) e agitados periodicamente durante 15 dias.

Figura 5: Erlenmeyers contendo substratos areno - organicos
para a producgdo do inoculo de Trichoderma spp. (A), Fusarium
sp. (B) e a testemunha (C).

Com a finalidade de verificar possiveis contamina¢gdes nos substratos
pequenas porcdoes dos isolados de Trichoderma spp. e Fusarium sp.
juntamente com a testemunha foram plagueadas individualmente em condicfes
assépticas em meio BDA+A, e mantidos em B.O.D a 28 + 2 °C com fotoperiodo
de 12 horas por cinco dias. Posteriormente verificou-se que na testemunha néo
houve crescimento micelial comprovando a pureza dos substratos (Figura 6A)
enquanto que nas demais placas ocorreu o crescimento micelial das colénias

tipicas de Fusarium sp. (Figura 6B) e Trichoderma spp. (Figura 6C). Em
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seguida foram preparadas laminas ndo permanentes das colbnias desses

isolados e verificadas em microscopico Optico a presenca das estruturas

reprodutivas (esporos) do Fusarium sp. (Figura 6D) e Trichorderma spp.
(Figura 6E).
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Figura 6: Teste de pureza para 0s substratos organicos: testemunha (A),
crescimento micelial de Fusarium sp. (B) e Trichoderma spp. (C) e estruturas
reprodutivas (esporos) do Fusarium sp. (D) e Trichoderma spp. (E).

3.7 Teste in vivo do biocontrole de Trichoderma spp. a Fusarium spp. em

melancieira

O experimento in vivo foi conduzido em casa de vegetacdo durante um
periodo de 43 dias. Foram utilizados vasos com capacidade de 0,5 Kg,
preenchidos com substrato comercial esterilizado, e em seguida adicionados 0s
in6culos de Fusarium sp. e Trichoderma spp. nas concentracfes de 4% e 6%,
sendo posteriormente semeadas duas sementes de melancia em cada vaso, as
plantas foram irrigadas duas vezes ao dia com solucdo nutritiva a 75% baseada
em Hoagland & Arnon (1950).
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O delineamento experimental foi em blocos casualizados constituidos de
dez tratamentos e cinco repeticdes distribuidos da seguinte forma: T1:
aplicacdo de 4% do substrato sem patdégeno e antagonista; T2: aplicacdo de
6% de substrato sem patégeno e antagonista; T3: aplicacdo de 4% de
substrato acrescido com Trichoderma spp.; T4: aplicagédo de 6% de substrato
acrescido com Trichoderma spp.; T5: aplicagéo de 4% de substrato acrescido
com Fusarium sp.; T6: aplicacdo de 6% de substrato acrescido com Fusarium
sp.; T7: aplicagcédo de 6% de substrato acrescido com Fusarium sp. e aplicacao
de 6% de substrato acrescido de Trichoderma spp.; T8: aplicagéo de 4% de
substrato acrescido com Fusarium sp. e aplicacdo de 4% de substrato
acrescido de Trichoderma spp.; T9: aplicacdo de 6% de substrato acrescido
com Fusarium sp. e aplicacdo de 4% de substrato acrescido de Trichoderma
spp. e T10: aplicacdo de 4% de substrato acrescido com Fusarium sp. e

aplicacao de 6% de substrato acrescido de Trichoderma spp.

3.7.1 Caracteristicas avaliadas

3.7.2 Incidéncia da podridéao radicular

Para a avaliacdo da incidéncia da doenca foi considerada a porcentagem
de plantas com sintomas visiveis da doenca em relacdo ao numero total de
plantas. Foram coletadas todas as plantas e levadas ao laboratério de
Fitopatologia do CCTA/UFCG e, posteriormente foram lavadas e avaliadas
guanto a presenca de sintomas de podridao na raiz, no colo e sistema vascular.
Foram realizados isolamentos dos patégenos de todas as plantas sintomaticas,
por meio da retirada de fragmentos da area limitrofe, que foram submetidos a
desinfestacdo superficial (alcool 70%, hipoclorito de sédio 2% por 1 minuto e
agua destilada esterilizada). A seguir, realizou-se o plaqueamento dos
fragmentos em meio de cultura BDA (Batata-dextrose-agar), acrescido de
antibiotico. As placas foram mantidas em camara climatizada tipo B.O.D por
sete dias, com fotoperiodo de 12 horas. Apos este periodo, identificaram-se os
patdgenos que ocorreram nas plantas sintomaticas, com auxilio do microscopio
Optico.
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3.7.3 Severidade da doenca

Para a analise da severidade da doenca, foi utilizada uma escala de notas
subjetiva proposta por Shoonhoven & Pastor-Corrales (1987) e adaptada por
Cruz (2013). Onde: 0= sem sintomas visiveis; 1, 3, 5, 7 = aproximadamente 10,
25, 50 e 75% dos tecidos do hipocétilo e da raiz cobertos com lesdes,

respectivamente e 9= plantas mortas.
3.7.4 Trocas gasosas

As avaliagbes foram realizadas aos 43 dias apos a semeadura (DAS).
Nesta ocasido foram medidas a fotossintese (A), a condutancia estoméatica
(gs), a transpiracdo (E) e a concentragcdo intercelular de CO, utilizando um
analisador de gés infravermelho (IRGA) LC pro (Analytical Development, Kings
Lynn, UK), com fonte de luz constante de 1.200 umol de fétons m?s™ e
concentracdo de CO, a 370 ppm. Para a realizacdo das leituras no IRGA,
foram escolhidas as folhas intermediarias, entre a quarta e sexta folha

contadas do apice para a base do ramo.
3.7.5 Massa da matéria fresca e seca da parte aérea

Apés a avaliacdo da incidéncia e severidade da doenca, a parte aérea
das plantas foi pesada em balanca analitica, para averiguacéo do peso fresco.
Posteriormente, as mesmas foram acondicionadas em saco de papel e
colocadas em estufa de circulacéo forcada de ar a temperatura de 65 °C por 48
h até a obtencdo de peso constante. Em seguida, foram pesadas para

obtencdo da massa seca.
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3.8 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
comparados pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o

programa SAEG versédo 9.1 (Sistema para Analises Estatisticas, 2007).

4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste de antagonismo de Trichoderma spp. a Fusarium sp.

Apés a verificacdo do antagonismo in vitro constatou-se que os dois
isolados de Trichoderma (T1 e T2) inibiram o crescimento micelial de Fusarium
sp. (Figura 7), ndo havendo diferenga significativa no comportamento
antag6nico dos mesmos, no periodo analisado de oito dias.
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Figura 7: Efeito antagbnico de isolados de Trichoderma spp. (FXT1 e
FxT2) sobre o crescimento micelial de Fusarium sp. As médias nao
diferiram estatisticamente pelo teste T a 5% de probabilidade.

Resultados semelhantes foram observados por Broetto et al. (2012) que
avaliando in vitro isolados de Trichoderma sp no controle de Fusarium sp. do

milho verificaram que todos os isolados de Trichoderma apresentaram rapido
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crescimento micelial e, com apenas cinco dias de incubacédo, os antagonistas
inibiram o desenvolvimento do patégeno. Outros resultados obtidos por Kupper
et al. (2003) estudando a potencialidade antagdnica in vitro de 64 isolados de
Bacillus subtilis a Colletotrichum acutatum verificaram que todos os isolados de
Bacillus spp. produziram, metabdlitos capazes de inibir o crescimento micelial
do patégeno ndo havendo diferencas significativas entre eles.

Eficiéncia na inibicdo do crescimento micelial de Fusarium sp. por
Trichoderma spp. foi demonstrada por Menezes (2007) que avaliando o
potencial antagdnico de 100 isolados de Trichoderma spp. verificou que trés
destes se destacaram no teste de confrontacdo direta, sendo que o isolado
UFSMT16, obtido de amostras de solo de parcelas com sintomas de
murcha em crisantemo, foi um dos melhores na reducdo do Fusarium
oxysporum.

Indmeros casos de inibicho do crescimento micelial de fungos
fitopatogénicos por espécies de Trichoderma tém sido apontados na literatura,
tais como Remuska & Pria (2007) avaliando o potencial antagdnico da bactéria
Bacillus thuringiensis e do fungo Trichoderma sobre diferentes fungos
fitopatogénicos como Sclerotium rolfsii, Diaporthepha seolorum, Pythium
aphanidermatum, Monilinia fructicola, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia
solani, Fusarium solani e Bipolaris sorokiniana constataram a eficiéncia
Trichoderma sp., apresentando inibicédo significativa de 33,9% para S. rolfsii.

Na figura 8 pode-se observar que Fusarium sp. pareado com Trichoderma
spp. (FxT1) teve uma reducéo no crescimento micelial quando comparado com
a testemunha (patégeno sozinho na placa sem o antagonista), sendo verificada
diferenca significativa entre os diametros das colonias de patégeno e
antagonista a partir do quarto dia de avaliacao.

Trabalho realizado por Tabarand et al. (2006) mostram resultados
semelhantes a esses quando comprovaram que o Trichoderma spp inibiu o
crescimento de Fusarium solani e Fusarium oxysporum isolados de Macaxeira,
Bananeira, e Pimenta. Outro resultado semelhante foi obtido por Bomfim
(2007), onde testou varios isolados de Trichoderma spp. e todos apresentaram
rapido crescimento micelial, diferindo estatisticamente da testemunha ao inibir

o desenvolvimento de Rhizopus stolonifer em maracujazeiro.
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Herzog et al. (2012) utilizando Trichoderma sp. no controle biolégico da
fusariose em pimenta-do-reino concluiram que o0 antagonismo apresentou um

grande potencial no controle da fusariose (Fusarium solani f. sp. piperis).
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Figura 8: Efeito antagdnico do Trichoderma spp. (FxT1) sobre o
Fusarium sp. e o seu respectivo controle (F). Teste T: *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001.

O Trichoderma spp é um dos fungos capaz de exercer controle em
grande diversidade de espécies de fungos fitopatogénicos. Estudo realizado
por Morais & Valdirene (2010) concluiram que 13 isolados de Trichoderma
spp. obtiveram exelente potencial antagbnico contra o0s patdgenos
Macrophomina phaseolina e Fusarium solani.

O isolado T2 também exerceu efeito antagbnico sobre o Fusarium sp.,
semelhante ao isolado T1, entretanto, foi observada a diferenca significativa
entre 0s crescimentos miceliais do antagonista e o controle (patdgeno sozinho
na placa) apenas a partir do quinto dia de avaliacao (Figura 9).

O antagonismo in vitro de 34 isolados de Trichoderma spp. a Sclerotinia
sclerotiorum e Sclerotium rolfsii foi constatado apds sete dias de avaliacao,

sendo observada diferenga estatistica entre o raio médio dos patdégenos
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comparados com a testemunha ocasionando a reducéao do crescimento micelial
dos mesmos (MONTALVAO, 2012).
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Figura 9: Efeito antagdnico do Trichoderma spp. (FxT2) sobre o
Fusarium sp. e seu respectivo controle (F). Teste T: *p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001.

Resultados constatados por Silva (2009) avaliando o efeito antagbnico de
Trichoderma a patogenos de diferentes frutiferas corroboram com os
observados no presente trabalho onde foi verificado que Trichoderma spp.
controlou o crescimento de Colletotrichum spp. (proveniente de mamoeiro,
abacateiro, cajueiro, mangueira e bananeira), Cercospora musae (bananeira) e
Asperisporium caricae (mamoeiro) enquanto as respectivas testemunhas
cresceram em menos de cinco dias.

Outros trabalhos ja apontaram a eficiéncia de Trichoderma spp. nho
controle de fitopatdgenos em diferentes culturas anuais como € o caso de
Sclerotium rolfsiiem em tomateiro, Rhizoctonia solani em alface e Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli no feijoeiro-comum, sendo observado a reducéo de
100% para R. solani (DIAS, 2011).

Ao término do experimento in vitro o antagonismo também foi avaliado
seguindo os critérios adotados por Bell et al. (1982) sendo atribuida a nota 1

(antagonista cresceu por toda a placa de Petri) para ambos isolados de
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Tricoderma spp., enquanto na testemunha foi aplicada a nota 4 (patégeno
cresceu sobre 2/3 da placa).

Resultados semelhantes foram obtidos por Santos et al. (2008) que
avaliaram 10 isolados de Trichoderma spp. no controle de Fusarium oxysporum
e concluiram que 6 isolados apresentaram nota 1 e os demais receberam nota
2 colonizaram 2/3 da placa.

Estudos realizados por Louzada et at. (2009) diferem dos apresentados
nesse topico, onde isolados de Trichoderma spp. apresentaram nota 3
(ocupando aproximadamente metade da superficie do meio).

Quando Silva (2011) avaliou Trichoderma spp. no controle Fusarium
solani constatou que a nota predominante foi 1 seguida da nota 2. Outros
trabalhos apontam que o Trichoderma spp. exerceu excelente acado antagbnica
sobre o patdgeno crescendo por toda a placa obtendo nota 1. Morais &
Valdirene (2010) aplicaram a nota 1 na avaliagdo de 13 isolados de

Trichoderma spp..

4.2 Incidéncia da podridéao radicular

Quando se avaliou a porcentagem de plantas com sintomas (PPS)
observa-se na Figura 10 que nas testemunhas dispostas nos tratamentos (T1 e
T2) e no tratamento onde se adicionaram 4% do in6culo de Trichoderma spp.
(T3) houve auséncia de sintomas tipicos da doenca nas plantas avaliadas,
embora no T4 composto da adicdo de 6% do in6culo de Trichoderma spp. foi
verificado uma planta infectada (Figura 10).

Resultados semelhantes a estes foram obtidos por Ludwig et al. (2012)
gue avaliando o efeito do Trichoderma spp. associado ao uso de substrato na
incidéncia de podriddo de estacas em Eucalyptus urograndis comprovaram
diferencas significativas entre os tratamentos analisados, sendo que, a
testemunha apresentou menor incidéncia de podriddo de estacas causada
pelo fungo Rhizoctonia solani.

Estudo realizado com Trichoderma spp. no controle de patégenos de solo

em meloeiro amarelo mostrou que nos tratamentos utilizando antagonista
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ocorreu menor incidéncia apresentando valores de 24,7 e 28,6% inferiores ao
controle (GAVA & MENEZES, 2012).
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Figura 10: Porcentagem da incidéncia de plantas doentes em melancieira
‘Crimson Sweet’. T1 e T2: 4% e 6% de substrato (Testemunhas); T3 e T4: 4%
e 6% do inéculo de Trichoderma spp. T5 e T6: 4% e 6% do indculo de
Fusarium sp. T7: 6% do in6culo de Trichoderma spp. + 6% do in6culo de
Fusarium sp. T8: 4% do indculo de Trichoderma spp. + 4% do inéculo de
Fusarium sp. T9: 6% do in6culo de Fusarium sp. e 4% do in6culo de
Trichoderma spp.T10: 4% do in6culo de Fusarium sp. e 6% do indculo de
Trichoderma spp.

Apesar de na Figura 10 verificar-se que nos tratamentos de T5 a T10
houve 100% de incidéncia de plantas com sintomas, cabe ressaltar que os
tratamentos T5 e T6 acrescidos com inéculo de Fusarium sp. nas
concentracbes de 4% e 6% respectivamente apresentaram sintomas mais
severos como lesBes na cor escura e podridées no colo quando comparados
com as testemunhas T1l e T2 com adicdo de 4% e 6% do substrato areno-
organico (Figura 11), e com os demais tratamentos resultante da interacao
Trichoderma spp. e Fusarium sp. Morais et al. (2013) constataram em
levantamentos de doencas na mandioca que houve maior incidéncia do fungo

Fusarium oxysporum. Entretanto Cavalcanti et al. (2005) obtiveram uma maior
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reducdo na incidéncia de vassoura-de-bruxa nas plantas pulverizadas com o

acibenzolar-S-metil (ASM), aos 30 dias antes da inoculacdo do patégeno.

Figura 11: Plantas de melancieira do tratamento T1 e T2 (testemunhas)
e do tratamento T6 apresentando sintomas de lesGes no colo.

4.3 Severidade da doenca

Em relagdo a severidade da doenca os tratamentos T4 e T10
apresentaram a menor nota na escala, nao diferindo estatisticamente dos
tratamentos T1, T2 e T3, 0s quais representam as testemunhas negativas sem
adicdo do inéculo do patogeno (Figura 12) mostrando a eficiéncia do
Trichoderma spp. na reducéo da severidade da doenca.

Resultados semelhantes foram observados por Silveira et al. (2003) onde
nao verificaram influéncia significativa dos isolados de Acidovorax avenae sub
sp. citrulli e dos hibridos de meloeiro na severidade da mancha-aquosa. Ramos
et al. (2013) verificaram que a maior dose de silicato de potassio ocasionou
reducdo da severidade de oidio em abobrinha de moita com médias 7,25 e
6,25% inferiores a testemunha.

Nos tratamentos da interacdo entre antagonista e patdgeno (T7 e T9) que
utilizaram a maior concentracdo do inoculo de Fusarium sp. verificou-se que a
nota da severidade foi a mesma em ambos os tratamentos independentemente

da concentracdo do indculo de Trichoderma spp. (Figural2). Esses resultados

37



apontam que a adi¢cdo do antagonista em menor ou maior concentracdo atuou

negativamente sobre o patégeno.
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Figura 12: Severidade da doenca em plantas de melancieira ‘Crimson Sweet’.
Notas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Skott-Knot.T1 e T2: 4% e 6% de substrato
(Testemunhas); T3 e T4: 4% e 6% do indculo de Trichoderma spp. T5 e T6: 4%
e 6% do in6culo de Fusarium sp. T7: 6% do indculo de Trichoderma spp. + 6%
do in6culo de Fusarium sp. T8: 4% do inéculo de Trichoderma spp. + 4% do
in6culo de Fusarium sp. T9: 6% do in6culo de Fusarium sp. e 4% do inéculo
de Trichoderma spp.T10: 4% do in6culo de Fusarium sp. e 6% do indculo de
Trichoderma spp.

Resultados comprovados por Santos et al. (2005) diferem dos obtidos no
presente estudo pois verificaram o aumento da severidade do crestamento
gomoso a partir de 74 dias ap0s o plantio ocorrendo na testemunha do ensaio
perdas de 26,5% em plantas de melancieira.

Vérios autores apontam a utilizacado de Trichoderma spp. e seu efeito na
reducdo da severidade da doenca. Pedro et al. (2012) avaliando a promocao
de crescimento e controle da antracnose no feijoeiro verificaram reducéo
significativa da severidade da doenca entre 63 e 98%. Abeysinghe (2009)
observaram em plantas de feijao reducbes de 44 a 47% da severidade da
ferrugem. Sriram et al. (2009) constataram em pimenta vermelha reducdes
entre 48 e 62%, proporcionada por Trichoderma harzianum, na infeccéo
causada por Phytophthora capsici, enquanto Bae et al. (2011) detectaram que
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o isolado DIS 376f de Trichoderma theobromicola foi capaz de atrasar o
desenvolvimento de sintomas de doenca causados por P. capsici em
pimentdo. Esses autores atribuiram a reducdo dos sintomas da doenca a
inducao de resisténcia ativada pelo antagonista.

O teste Skott-Knot aponta que as maiores notas da severidade 5,0 e 6,2
foram observadas nos tratamentos T5 e T6 acrescidos com 4% e 6 % de
Fusarium sp. respectivamente e o tratamento T8 resultado da interacdo da
menor concentracdo de antagonista e patogeno (Figura 12).

Autores como Silveira et al. (2003) observaram aumento na média da
severidade em funcdo da concentragcdo de indculo. I1sso ressalta a importancia
do controle desse patdégeno removendo as possiveis fontes de inéculo que
contribuem para o surgimento da doenca, além de promover o equilibrio da
microbiota do solo favorecendo a ocorréncia de microrganismos antagonistas

em detrimento da populagéo do patégeno.

4.4 Massa da matéria fresca e seca da parte aérea

Apds a separacdo do material vegetal e pesagem da parte aérea foi
comprovado através do teste de média Skott-Knot que ndo ocorreu diferenca
significativa em nenhum dos tratamentos para a massa fresca (Tabela 1).

Trabalho semelhante realizado por Jaddo et al. (2004) avaliando a
fotossintese e area foliar de cultivares de alface inoculadas com virus
verificaram que ndo ocorreu diferenca significativa para a variavel peso fresco
entre as testemunhas e as duas cultivares testadas. Outro estudo feito por
Cavalcanti et al. (2005) confirma esses resultados onde ndo observaram
diferenca significativa em relacdo ao peso fresco das plantas somente
inoculadas com Verticillium dahliae.

A maior média do peso fresco foi constatada no tratamento T10 (Tabela
1) quando utilizou-se 4% de Fusarium sp. e 6% de Trichoderma spp. seguido
do tratamento T9. Ressalta-se que esse resultado esta em concordancia com
os dados obtidos na analise da severidade da doenca, onde para este
tratamento observou-se a menor nota, comprovando que a aplicacdo do

Trichoderma spp. proporcionou um efeito negativo sobre o patégeno néo
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alterando a massa fresca das plantas submetidas a interacéo, confirmando que
0 antagonista atuou beneficamente nas mesmas.

Tabela 1: Valores das médias do peso fresco e seco (g) das plantas de
melancieira var. ‘Crimson Sweet'.

Tratamentos Peso fresco DP Peso seco* DP
(g planta™) (g planta™)
T1 testemunha 56,12 ns 39,71 5,36 b 3,44
T2 testemunha 65,44 ns 24,20 590b 2,04
T34%T 43,84 ns 33,03 4,87 b 4,28
T46%T 57,13 ns 16,19 527b 1,33
T54% F 53,07 ns 22,70 4,85b 2,31
T6 6% F 68,27 ns 8,32 6,83 b 0,78
T/ 6%TeF 62,15 ns 24,79 6,10 b 2,82
T8 4% TeF 59,59 ns 23,12 6,53 b 2,66
T9 4%T, 6% F 83,35 ns 8,96 8,71 a 0,76
T10 6%T, 4%F 85,87 ns 21,67 9,47 a 2,08

ns, respectivamente ndo significativo, (p < 0,05). *Médias seguidas de mesma letra
minUscula na coluna ndo diferem entre si pelo Teste Skott-Knot ao nivel de 5% de
Probabilidade. DP- Desvio Padrao.

Na tabela 1 observa-se que houve diferenca significativa entre os valores
das médias dos pesos secos da parte aérea da melancieira.

Estudos realizados por Gurgel et al. (2010) observou-se resultados
semelhantes dos encontrados no presente trabalho onde concluiram que aos
21 dias apds a semeadura de plantas de meldo, constatou-se diferenca no
acumulo da massa seca total da parte aérea, utilizando na irrigacdo agua com
diferentes concentracfes de sais. Porém Lessin (2008) observou que o peso
da matéria seca ndo se alterou significativamente em plantas de soja
infectadas por Phakopsora pachyrhizi.

Semelhantemente aos resultados obtidos para a massa fresca, as
maiores médias da massa seca das plantas ocorreram nos tratamentos T9 e
T10 apresentando 9,479 e 8,71g respectivamente, 0S quais nao apresentaram

diferenca significativa entre si (Tabela 1).
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Botelho et al. (2011) avaliando o efeito do silicio na intensidade da
cercosporiose e na nutricdo mineral de mudas de cafeeiro obtiveram resultados
que diferem do presente estudo, onde o0 peso da matéria seca da parte aérea
das mudas de cafeeiro ndo diferiram para os tratamentos testados.

A menor média foi de 4,85 g obtida no tratamento T5 acrescido de 4% de
Fusarium sp. o mesmo contribuiu para uma menor area foliar, e
consequentemente reducdo na massa seca das plantas (Tabela 1).

Indmeros trabalhos com aplicacdo de Trichoderma spp. mostraram
aumentos no peso seco das plantas. Pedro et al.(2012) comprovaram isso em
plantas de feijdo proporcionando um aumento significativo superior a 30% da
massa seca. Carvalho et al. (2011) testaram o efeito de seis isolados de
Trichoderma spp. no crescimento de plantas de feijao e observaram que quatro
deles proporcionaram aumentos na massa da matéria seca da parte aérea das
plantas entre 4,42 e 5,71%, médias semelhantes aos menores valores
verificados no presente trabalho.

O efeito de Trichoderma spp. no crescimento de plantas tem sido
relacionado a diversos fatores, tais como protecdo de plantas contra patégenos
primérios e secundarios da rizosfera, producdo de hormonios de crescimento
de plantas, aumento da absorcdo e da translocacdo de nutrientes minerais
(YEDIDIA et al., 2001).

4.5 Trocas gasosas

Houve interacdo significativa para todos os parametros testados
Fotossintese (A), transpiracdo (E), condutancia estomatica (gs) e concentracao
intercelular de CO; (Ci) (Tabela 2).

Os maiores valores da fotossintese observados foram 8,35 e 7,04 umol
m?s™ nos tratamentos T3 e T4 acrescidos com 4% e 6% do inéculo de
Trichoderma spp. respectivamente demonstrando que o antagonista pode ter
proporcionado o aumento da fotossintese (Tabela 2). Entretanto o tratamento
T5 com 4% do ind6culo do patégeno nao diferiu estatisticamente dos
tratamentos citados acima. Isso pode ser atribuido ao periodo no qual as

plantas foram avaliadas (43 dias ap0s o plantio) de certa forma o Fusarium sp.
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em baixa concentracdo neste periodo ndo alterou a taxa fotossintética das
plantas. Por outro lado a maior concentracdo do inéculo do patégeno (T6)
apresentou valor inferior ao observado anteriormente proporcionando alteracéo
na fotossintese das plantas com aumento de manchas cloréticas (Tabela 2).

Em trabalhos realizados Bezerra et al. (2004) observaram reducdo na
taxa fotossintética em plantas de meldo infectadas pelo virus amareldo. Godoy
et al. (2001) verificaram reducdo na taxa fotossintética liquida de folhas de
milho infectadas por Phaeosphaeria maydis com severidade em torno de 10 a
20 %.

A transpiracdo e a condutancia estomética foram estatisticamente
semelhantes apresentaram padrdes similares com médias maiores né&o
significativas para os tratamentos T3 e T5 respectivamente (Tabela 2). A
medida que aumentou a fotossintese ocorreu a evolucdo na abertura dos
estOmatos, e consequentemente as plantas passaram a transpirar mais com
maior perda de 4gua pelas folhas.

Tabela 2: Taxa fotossintética (A), Transpiracdo (E) Condutancia estomatica (gs) e
Concentracao intercelular de CO, (Ci) em plantas de melancieira submetidas a
duas concentracdes de in6culo de Trichoderma spp. e Fusarium sp.

Tratamentos Fotossintese* Transpiracdo* Condutancia* Concentracao*
(umolm3s™®)  (mmolm@s™?) estoméatica inter.de CO,
(mol m?s?)  (umol mol™)

T1 testemunha 7,0150 a 2,9069 b 0,1040 a 225,8000 b
T2 testemunha 4,0083 b 2,0585 Db 0,0730 b 221,7000 b
T3 4%T 8,3516 a 4,2102 a 0,1397 a 240,7000 a
T46%T 7,0420 a 3,0040 b 0,1047 a 236,7000 b
TS5 4% F 6,4733 a 3,4352 a 0,1180 a 244,9000 a
T6 6% F 5,4633 b 2,2530 b 0,0730 b 258,5000 a
T76%TeF 4,8625 b 2,4731 Db 0,0744 b 263,0222 a
T8 4% TeF 4,8860 b 2,2920 b 0,0710 b 259,1889 a
T 4%T, 6% F 6,2860 a 2,7320 b 0,0860 b 213,1889 b
T10 6%T, 4%F 4,0930 b 1,9870 b 0,0580 b 219,3889 b

*Médias seguidas de mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo Teste Skott-Knot ao nivel de
5% de Probabilidade.
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Bezerra et al. (2003) estudando o efeito da Resinose na fotossintese do
cajueiro constatou que nao houve interagdo significativa para a transpiracao
entretanto ocorreu fechamento estomatico, afetando o processo fotossintético.

Os maiores valores da concentracédo intercelular de CO, foram de 263,02
e 259,18 umol mol™ observados nos tratamentos T7 e T8 respectivamente que
compreendem a interacdo entre patdgeno e antagonista (Tabela 2). Sendo o
dltimo tratamento citado teve maior nota na andlise da severidade. Esse
parametro fisiolégico pode ter sido devidamente alterado em funcédo das
concentragdes acrescidas com inéculo do Fusarium sp..

Resultados semelhantes foram comprovados por Lessin (2008) em
plantas de soja com o aumento da concentragcdo de CO, foi resultante do
aumento da severidade do oidio das cultivares analisadas em conjunto, tanto
nas folhas priméarias quanto na planta inteira.

Entretanto nos tratamentos T9 e T10 diferentes dos anteriores
apresentaram melhores respostas fisiolégicas quanto a assimilacdo de CO,
com média nao significativa menor (Tabela 2). Cabe ressaltar que 0s mesmos
apresentaram menores notas na severidade da doenca provavelmente devido
a acdo do antagonista sobre o patdgeno.

Os menores valores de CO, proporcionam a planta estimulo a abertura
dos estbmatos, permitindo maior influxo de CO,, para a cavidade subestomatica
(RASCHKE, 1979), o que tende a um equilibrio entre consumo e entrada de
CO, mantendo sua assimilacdo aproximadamente constante.

As trocas gasosas realizadas pelas plantas como a fotossintese,
transpiracdo, condutancia estomatica e a concentracao intercelular de CO, sao
parametros complementares e que servem para diagnosticar alteracfes
fisiologicas nas plantas quando submetidas as condi¢cfes adversas provocadas
por fungos agressivos, como 0s ocasionados pelo género Fusarium sp..

Assim como outros patégenos causadores de murchas vasculares, fungos
do género Fusarium causam danos ao sistema vascular, tornando-o obstruido,
resultando em alteragbes na absorgdo, translocagédo e distribuicdo de agua e

nutrientes para a parte superior das plantas (MICHEREFF et al. 2005).
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5. CONCLUSOES

Os isolados de Trichoderma spp (T1 e T2) foram efetivos na reducéo do

crescimento micelial de Fusarium sp. no teste in vitro;

Houve a incidéncia da doenca em todos os tratamentos onde foi aplicado

Fusarium sp. e Trichoderma spp.;

Os menores valores da severidade da doenca foram observados na maior

concentracdo (6%) do indculo do Trichoderma spp.;

A efetividade do Trichoderma spp. no controle do Fusarium sp. aumentou

quando a concentracao do indculo do patégeno foi menor;

Os maiores valores do peso da matéria fresca e seca da parte aérea
foram obtidos nos tratamentos resultantes da interacdo entre patdégeno e
antagonista (T9 e T10);

Nos tratamentos onde foram adicionadas diferentes concentracfes de

Trichoderma spp. (T3 e T4) tiveram maiores valores de fotossintese;

O crescimento vegetativo foi mais efetivo quando utilizou-se menor

concentracéo do antagonista e maior concentragao do Fusarium sp.;
Os maiores valores de transpiracdo e condutancia estomatica foram
observados nos tratamentos submetidos da adicao de 4% de Trichoderma spp.

(T3) e 4% de Fusarium sp. (T5);

Os melhores valores da concentracao intercelular de CO, foram obtidos

nos tratamentos acrescidos de 4 e 6% de Trichoderma spp. (T9 e T10).
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