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“Com efeito, nada ¢ pequeno; quem quer que
tenha experimentado as profundas penetracdes
da natureza sabe disso...

... Quem é que conhece os fluxos e refluxos
reciprocos do infinitamente grande e do
infinitamente pequeno, o ecoar das causas nos
precipicios do ser, e as avalanches da criacdo?
O menor ser vivo tem importancia; o pequeno é
grande, o grande é pequeno; tudo esta em
equilibrio na necessidade; assustadora visao
para 0 espirito. Entre os seres e as coisas ha
relacbes prodigiosas; nesse inesgotavel
conjunto, desde o sol até o pulgdo, nada deve
ser desprezado; temos necessidades um dos
outros. A luz ndo carrega os perfumes terrestres
pelo espaco sem saber o que faz deles; a noite
distribui  esséncia  estelar para flores
adormecidas. Todos o0s péassaros voadores
trazem nas patas o fio do infinito. A germinacao
se complica com a eclosdo de um meteoro e
com a bicada de uma andorinha quebrando o
0vo, e pde de frente 0 nascimento de um verme
e 0 advento de Sdcrates. Onde termina o
telescopio e comecga 0 microscopio? Qual dos
dois tem maior alcance? Escolham. Uma
mancha de bolor é uma pléiade de flores; uma
nebulosa ¢ um formigueiro de estrelas.”

Victor Hugo em “Os Miseraveis”, pp. 928-929,
1862.



RESUMO

O Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov) é um fungo saprofitico que pode causar murcha,
escurecimento vascular e morte de plantas de algodoeiro. O Fov apresenta eficientes formas de
sobrevivéncia através de estruturas de resisténcia, colonizacdo de tecido lenhoso e associacdo as
sementes. Por sua vez, o uso de sementes de alta qualidade sanitaria é indispensavel para alta
produtividade e manter o campo sadio. Devido o Fov ter capacidade de sobrevivéncia em condicGes
adversas, 0 manejo da doenca é um desafio e 0 uso de fungicidas sintéticos tem baixa eficiéncia. O
manejo utilizando agentes de controle bioldgico é uma alternativa eficiente. Dentre os agentes, fungos
do género Trichoderma séo utilizados como antagonistas aos fitopatdgenos e geram incremento de
aspectos fisiologicos a planta. O trabalho teve como objetivo avaliar o Trichoderma spp. no controle de
Fov. Realizou o isolamento de Trichoderma spp. em solos de areas produtoras de algodoeiro. Para
conducdo dos experimentos, utilizou-se os tratamentos que consistiram de sete diferentes isolados de
Trichoderma spp., (02, 06, 11, 12, TS, TH e 729), fungicida Captana, testemunha com o pat6geno e
testemunha positiva. O Fov utilizado foi o isolado CNPA 007 oriundo da Embrapa Algod&o. Efetuou,
in vitro, teste de dupla cultura, metabolitos volateis, ndo volateis e ndo volateis termoestaveis, inibi¢éo
de germinacdo de conidios e micoparasitismo. As sementes de algodoeiro foram obtidas de produtores
do municipio de Inga e avaliada a qualidade sanitéria e fisiologica por meio do Blotter test, teste de
germinacdo e emergéncia. O controle bioldgico foi realizado em casa de vegetacdo e avaliado altura de
planta, diametro do caule, comprimento de raiz, matéria seca, indice de clorofila a e b, fluorescéncia da
clorofila (a) e trocas gasosas nas plantas de algodoeiro. No teste de dupla cultura com inoculagéo
simultanea os tratamentos inibiram 47% do crescimento micelial do patdgeno. Em metabdlitos volateis,
os tratamentos inibiram 83% da esporulacdo do Fov. Nos metabdlitos ndo volateis termoestaveis, o
isolado 02 inibiu 50% do crescimento micelial e 92% da esporulagdo do Fov. No teste de
micoparasitismo todos os isolados foram eficientes. Os isolados inibiram de 65 a 100% da germinagéo
dos conidios do Fov. Para o teste de sanidade, os tratamentos reduziram 98% a incidéncia do patdgeno
em sementes. Na qualidade fisiol6gica, os tratamentos com o Trichoderma apresentaram aumento de
sementes mortas. No controle bioldgico in vivo o tratamento com os isolados reduziu a taxa de infec¢do
do Fov, geraram incremento de altura de planta, didmetro de caule, matéria seca da parte aérea e raiz e
melhoria na fluorescéncia da clorofila (a). O tratamento apenas com Fov apresentou correlagdo negativa
com varidveis de fotossintese nos componentes principais. Todos os isolados de Trichoderma spp.
apresentaram controle do Fov in vitro. Na qualidade fisiolégica houve comprometimento na germinagéao
e emergéncia, mas reduziu a incidéncia de patdgenos associados as sementes. Os tratamentos com TH,
TS e 729 possibilitaram maior desenvolvimento das plantas de algodoeiro, gerando maior rendimento
de matéria seca e funcionalidade do sistema fotossintético e reduziram a taxa de infec¢do do Fov nas
plantas.

Palavras-Chave: controle bioldgico; antagonismo; furariose do algodoeiro.



ABSTRACT

Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov) is a saprophytic fungus that can cause wilting, vascular
browning and death of cotton plants. Fov presents efficient forms of survival through resistance
structures, colonization of woody tissue and association with seeds. In turn, the use of high quality
sanitary seeds is essential for high productivity and keeping the field healthy. Because Fov has the ability
to survive in adverse conditions, disease management is a challenge and the use of synthetic fungicides
has low efficiency. Management using biological control agents is an efficient alternative. Among the
agents, fungi of the genus Trichoderma are used as antagonists to phytopathogens and generate an
increase in the physiological aspects of the plant. The objective of this work was to evaluate
Trichoderma spp. in control of Fov. He performed the isolation of Trichoderma spp. in soils of cotton
producing areas. To conduct the experiments, treatments were used consisting of seven different isolates
of Trichoderma spp., (02, 06, 11, 12, TS, TH and 729), fungicide Captana, control with the pathogen
and absolute control. The Fov used was the CNPA 007 isolate from Embrapa Algodao. It carried out, in
vitro, a double culture test, thermostable volatile, non-volatile and non-volatile metabolites, inhibition
of conidia germination and mycoparasitism. Cotton seeds were obtained from producers in the
municipality of Inga and their sanitary and physiological quality was evaluated using the Blotter test,
germination and emergence test. The biological control was carried out in a greenhouse and evaluated
plant height, stem diameter, root length, dry matter, chlorophyll a and b index, chlorophyll a
fluorescence and gas exchange in cotton plants. In the double culture test with simultaneous inoculation,
the treatments inhibited 47% of the mycelial growth of the pathogen. In volatile metabolites, treatments
inhibited 83% of Fov sporulation. In thermostable non-volatile metabolites, isolate 02 inhibited 50% of
myecelial growth and 92% of Fov sporulation. In the mycoparasitism test, all isolates were efficient. The
isolates inhibited from 65 to 100% of the germination of Fov conidia. For the sanity test, the treatments
reduced the incidence of the pathogen in seeds by 98%. In terms of physiological quality, treatments
with Trichoderma showed an increase in dead seeds. In the in vivo biological control, the treatment with
the isolates reduced the rate of Fov infection, generated an increase in plant height, stem diameter, shoot
and root dry matter and an improvement in chlorophyll (a) fluorescence. Treatment with Fov alone
showed a negative correlation with photosynthesis variables in the main components. All isolates of
Trichoderma spp. showed control of Fov in vitro. In terms of physiological quality, germination and
emergence were compromised, but the incidence of pathogens associated with the seeds was reduced.
The treatments with TH, TS and 729 allowed greater development of cotton plants, generating greater
dry matter yield and functionality of the photosynthetic system and reduced the rate of Fov infection in
plants.

Keywords: biological control; antagonism; cotton wilt
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1 INTRODUCAO

O algodoeiro, pertencente ao género Gossypium, é uma cultura de grande importancia
socioecondmica, considerada a fibra téxtil de maior importancia mundial e também reconhecida
como uma oleaginosa de grande potencial econémico (ZHANG et al., 2021a). A espécie
Gossypium hirsitum L., corresponde a 95% do total da producdo mundial, sendo a espécie de
algodao mais cultivada no mundo (YANG et al., 2019). Atualmente o Brasil € o quarto maior
produtor mundial de algod&o, com éarea cultivada de 1,67 milhdo de hectares e producéo de 1,8
milhdo de toneladas, representando 10,6% da producdo mundial na safra 2019/2020 (USDA,
2021). A variedade BRS Verde apresenta fibra naturalmente verde clara e possui a vantagem
de dispensar tingimento sintético, porém é suscetivel a doengas (CARVALHO et al., 2011;
COSTA etal., 2019)

O algodoeiro pode ser acometido por varias doencas bioticas, causadas por diversos
patdgenos, principalmente os fungos (SUSHEEL; RAJKUMAR, 2022). Fusarium oxysporum
f. sp. vasinfectum (Fov) é um fungo saprofitico que causa a Murcha-de-Fusarium do algodoeiro,
com sintomas que podem aparecer em qualquer estagio do desenvolvimento da cultura, como
escurecimento do feixe vascular, murcha e até a morte da planta (COX JR et al., 2019). A
dificuldade existente em controlar esse fungo é em decorréncia da sua capacidade de sobreviver
no solo em estruturas de resisténcia, como o clamiddsporo, alem de ser capaz de colonizar
tecido vascular lenhoso, restos culturais e sementes (GORDON, 2017).

A semente é um dos principais insumos para a producdo agricola e a sua qualidade
apresenta uma imensa importancia, devido principalmente estar relacionada a altos rendimentos
em campo (ELMASRY et al., 2020). O uso de sementes infectadas é um sério problema no
cultivo de plantas por serem fontes de disseminacdo de muitos patdgenos, inclusive o Fov
(KHATUN et al 2018). Dessa forma, uso de sementes de alta qualidade sanitaria € indispensavel
para manter o campo sadio e altamente produtivo (SILVA et al., 2021).

Uma alternativa de amenizar o uso de produtos sintéticos é através do controle bioldgico
(FERREIRA et al.,, 2020), uma vez que o controle de Fov via sementes é realizado
eficientemente com fungos do género Trichoderma (FARIAS et al., 2019). Esses fungos
também sao saprofiticos, apresentam rapido crescimento e mecanismos contra os fitopatdgenos,
como: competicdo por nutrientes, micoparasitismo e antibiose (ZIN; BUDALUDDIN, 2020).
Além da protecdo contra patogenos, o tratamento de sementes com Trichoderma garante
aumento da taxa de germinacdo e vigor das sementes, melhor absor¢do e solubilizacdo de

nutrientes, promocao de crescimento e indugdo de resisténcia (XUE et al., 2017)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
e Avaliar a eficiéncia de isolados de Trichoderma spp. no controle de Fusarium

oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov)

2.2 Objetivo especifico

e Obter isolados de Trichoderma spp. de &reas produtoras de algodoeiro;

e Verificar a eficiéncia dos isolados de Trichoderma spp. no controle do Fov in vitro;

e Determinar a qualidade sanitaria e fisiolgica de sementes de algodoeiro variedade BRS
Verde inoculadas com Trichoderma spp. e com Fov;

e Determinar a eficiéncia do Trichoderma spp. em controlar o Fov in vivo através da
microbiolizacdo das sementes;

e Verificar a influéncia do Trichoderma spp. em promocao de crescimento e beneficio

fotossintético em algodoeiro.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A cultura do algodoeiro

O algodoeiro pertence ao género Gossypium, familia Malvaceae (ZHANG et al., 2014)
e as quatro espécies de interesse econdmico sdo: Gossypium barbadense (Egipcio), G.
arboretum e G. herbaceum (Indiano) e o G. hirsutum (Upland) (ARMSTRONG,;
ARMSTRONG, 1960; GOWDA et al.,, 2022), sendo este ultimo de grande importancia
econdmica e considerada a espécie de algodoeiro mais plantada no mundo, correspondente a
95% do total da producdo (CHEN et al., 2007; MA et al., 2008; YANG et al., 2019).

O algodoeiro é uma cultura fibrosa e oleaginosa de grande importancia mundial
(ULLOA et al., 2020) que proporciona beneficios aos seres humanos e animais como forma de
excelente matéria prima (GAO et al., 2020), produzindo cerca de 35% do total de fibras
utilizadas no mundo (ZHANG et al., 2014), sendo considerada a fibra téxtil de maior
importancia mundial (CHEN et al., 2007; ZHANG et al., 2021a) e uma das oleaginosas de
grande potencial econdmico (ZHANG et al., 2015) principalmente por seus subprodutos, como
0 6leo e a torta, oriundos das sementes (COCCO, 2012). Os principais paises produtores sdo
india, China e Estados Unidos que na safra 2018/19 apresentaram producéo de 5,77, 3,99 e 3,5
milhdes de toneladas, respetivamente (AYDOGDU et al., 2021).

O cultivo do algodoeiro no Brasil teve inicio nos primeiros anos da colonizacao
(COSTA; BUENO, 2004). Atualmente o pais é o quarto maior produtor mundial, com area
cultivada de 1,67 milh&o de hectares e producéo 1,8 milh&o de toneladas, representando 10,6%
da producdo mundial na safra 2019/2020 (USDA, 2021). A maior area produtora de algodoeiro
no Brasil se encontra do bioma Cerrado, com producao de 95% da safra total. Inserido no bioma,
os estados de Minas Gerais e Bahia apresentam destaque de producdo (ABRAPA, 2021).
Seguindo a tendéncia mundial, a espécie mais cultivada no Brasil € 0 algoddo Upland, tambem
denominado como algoddo de fibra média, e seu uso se consolidou pela alta produtividade,
qualidade de fibra e adaptacdo ambientes diversificados no territdrio brasileiro (RAPHAEL et
al., 2019).

Morfologicamente, o algodoeiro é uma planta ereta, anual ou perene. O fruto é do tipo
capsula deiscente, com 3 a 5 loculos com 6 a 8 sementes por l6culo. O fruto antes de atingir a
maturidade fisiologica ¢ chamado de “mag¢a”, e quando alcanga ¢ denominado de “capulho”.
Apresenta sistema radicular pivotante, semente piriforme, oblonga e a testa pode ser nua ou
recoberta por dois tipos de fibra: a comercial e o linter (BELTRAO; SOUZA, 1999). As fibras,

que podem apresentar cor variavel, sdo originadas das celulas da epiderme da semente e
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possuem caracteristicas agronémicas importantes, podendo citar o comprimento, finura,
maturidade e resisténcia (VIEIRA et al., 2008).

Na historia da industria téxtil sempre foi preferivel o uso de algodao de fibra branca por
ser mais facil de tingir e assim obter tecidos de qualquer cor. O algodao de fibra naturalmente
colorida, de origem tdo antiga quanto o branco, era tido como contaminante, uma vez que
através de cruzamento entre as linhagens poderiam afetar as brancas. Entretanto, o cultivo do
algoddo naturalmente colorido estd aumentando cada vez mais, devido ao processo de
tingimento causar impacto ambiental significativo e ser prejudicial para as pessoas com
problemas de alergias (LIMA et al., 2006; CARVALHO et al., 2009; CARDOSO, 2011).

No ano de 1996 foi realizado o cruzamento entre o material genético Arkansas Green
de fibra verde, oriundo dos Estados Unidos, com a cultivar CNPA 7H, de fibra branca e de
ampla adaptacdo na regido do nordeste brasileiro. No ano de 2002 a Embrapa Algodao langou
a cultivar BRS Verde (G. hirsutum) que apresenta: fibra de coloracdo verde clara; resisténcia
25,86 gf text; comprimento de 29,56 (2,5% mm); produtividade em condicBes do Semiarido
de 2.146 kg ha; ciclo de 130 a 140 dias; altura média de 127 cm e com suscetibilidade a
patdgenos do solo e foliares (CARVALHO et al., 2009). Devido apresentar coloracdo natural e
dispensar tingimento sintético, apresenta valor de mercado de 20 a 30% superior ao de fibra
branca (COSTA et al., 2019)

3.2 Doencas do algodoeiro

A producéo do algodoeiro pode ser acometida por vérias doencas causadas por fungos,
bactérias, virus e nematoides. Quanto as de etiologia fungica, destacam-se a ferrugem tropical
(Phakopsora gossypii) (ARAUJO et al., 2016), mancha da alternaria (Alternaria macrospora)
(PRASAD et al., 2018), mancha de estenfilio (Stemphylium solani) (MEHTA, 2001), mancha
de micotécio (Myrothecium roridum) (MEYER et al., 2006), mofo branco (Sclerotinia
sclerotiorum) (AMSELEM et al., 2011), mancha de ramuléria (Ramularia areola) (GIROTTO
et al.,, 2013), ramulose (Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides) (MORAN;
FIGUEROA, 2017), murcha de verticillium (Verticillium dahliae) (SHABAN et al., 2018)

Outros fungos, como Peronospora gossypina, Stiloum nanum f. sp. gossypina,
Verticillium sp., Fusarium sp., Cercospora gossypina, Nectria sp., Giberela gossypina,
Colletotrichum gossypinum, Phyllosticta gossypina, Sphaeroderma gossypii, Nematospora
gossypii, Penicillium sp., Rhizophus sp., Cephalothecium roseum, Alternaria sp.,
Botryodiplodia sp., Cladosporium sp., Rhizoctonia sp., Phomopsis sp., Phoma sp., Ascochyta

sp., Diplodia sp., Neurospora sp., Aspergillus spp., Nigrospora spp. e Alternaria gossypina séo
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agentes causais da podriddo de magas e Rhizoctonia solani, Lasiosiplodia theobromae,
Macrophomina phaseolina, Fusarium spp., Pythium spp., Glomerella gossypii e
Colletotrichum gossypii formam o complexo de fungos que causam tombamento de plantulas
(CIA; SALGADO, 2005) e a Murcha-de-Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum)
(DAVIS et al., 2006)

3.3 Murcha-de-Fusarium em algodoeiro

Fusarium oxysporum Schlechtend. é um fungo saprofito de solo, estando presente em
areas cultivadas e ndo cultivadas (MANDEEL et al., 1995). O género Fusarium pertence ao filo
Ascomycota, classe Sordariomycetes e ordem Hypocreales (LESLIE; SUMMERREL, 2006;
MICHELSE; MARTIJN, 2009), é um fungo assexuado (MA et al., 2010) de ocorréncia em
solos de todo o mundo (LIEVENS et al., 2008). Este patdgeno estd em quinto lugar entre os
dez mais importantes para as culturas de importancia agricola, devido aos danos ocasionados,
resultando em grandes perdas econdmicas (DEAN et al., 2012).

A taxonomia morfolégica de F. oxysporum é baseada principalmente nas estruturas
reprodutivas assexuadas, com énfase nos microconidios ndo septados formados em cabecas
falsas de monofialides curtas, macroconidios septados formados a partir de monofiéalides em
conidiéfotos ramificados em esporoddquios, e clamidosporos (FOURIE et al., 2011) (Figura
1).

Figura 1. Fusarium oxysporum e suas estruturas morfoldgicas

A B C

A: Macroconidios; B: Microconidios; C: Microconidios em falsas cabelas. Barras: A e B: 25 um, C: 50
um. Fonte: LESLIE; SUMMERELL (2006)

As espécies fitopatogénicas sao divididas em formae especiales (f. sp.), que consiste de
uma ou varias linhagens clonais que correspondem a grupos de compatibilidade vegetativa
(EDEL-HERMANN; LECOMTE, 2019). Essas espécies podem causar murcha vascular ou
podridédo radicular em mais de 100 espécies de plantas, sendo varias culturas economicamente
importantes  (ARMSTRONG; ARMSTRONG, 1981; GORDON; MARTYN, 1997,
HERMMAN-EDEL; LECOMTE, 2019).
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F. oxysporum f. sp. vasinfectum WC Synder & HN Hans (Fov) é o agente causal da
Murcha-de-Fusarium do algodoeiro ou também chamada de fusariose do algodoeiro (DAVIS
et al., 2006; MACHADO et al., 2009). O patdgeno foi identificado em 1892 em algodoeiro no
estado do Alabama, Estados Unidos (ATKINSON, 1892). No Brasil, a primeira constatacéo foi
em 1935, com material oriundo da Estacdo Experimental de Alagoinha, Paraiba. Nesse caso, as
plantas pertenciam a variedade “Texas” com sementes oriundas do Estado de S&o Paulo
(KRUG, 1936).

A Murcha-de-Fusarium representa ameagca crescente na producgédo de algoddo em areas
produtoras em todo o mundo, principalmente por ser considerada uma das doencas mais
destrutivas da cultura (CIA; SALGADO, 2005; ZHANG et al., 2015; SANOGO; ZHANG,
2016). Além da distribuicdo global do Fov, a fusariose pode acometer as quatro espécies de
algoddo cultivados: Gossypium arboretum L., G. barbadense, G. herbaceum e G. hirsutum L.
(ARMSTRONG; ARMSTRONG, 1960; GOWDA et al., 2022)

Os sintomas da Murcha-de-Fusarium podem aparecer em qualquer estagio de
desenvolvimento da cultura (ZHANG et al., 2021b) (Figura 2A, B). Em plantulas, ocorre o
amarelecimento, murcha dos cotilédones e até a morte. Em plantas mais velhas os sintomas
incluem atrofia, murcha, clorose, necrose das folhas e morte da planta. O sintoma mais
caracteristico ¢ a descoloragdo marrom-escura do sistema vascular (DAVIS et al., 2006;
CIANCHETTA etal., 2015), devido ao fungo colonizar o xilema e impedir o transporte de dgua
e nutrientes, ou através de proprios mecanismos de defesa da planta como tilose, calose ou géis,
ocasionando o escurecimento do mesmo (SUASSUNA; COUTINHO, 2007; SMITH, 2007;
COX JR et al., 2019). O sintoma de murcha tambeém pode ser atribuido a fitotoxinas excretadas
pelo patégeno nos vasos do xilema (SINGH et al., 2017). Entretanto, plantas infectadas podem
ou ndo apresentar a descoloracdo vascular, a depender do nivel de viruléncia (HAO et al., 2009).

Alguns fatores podem influenciar o desenvolvimento da doenca no campo, como:
viruléncia da populagéo do Fov, densidade de indculo, suscetibilidade do hospedeiro, idade da
planta, temperatura entre 25 a 32 °C associada a alta umidade, tipo e fertilidade do solo,
interacdo com microrganismos do solo, como os nematoides (BEDENDO, 1995; DAVIS et al.,
2006; HAO et al., 2009; MACHADO et al., 2009)

Quando cultivado em meio de cultura, o Fov produz pigmento violeta caracteristico
(Figura 2C). Apresenta macroconidios fialosporos (produzidos sobre fialides) hialinos,
alongados, geralmente com 3 a 5 septos com dimensdes de 3 a 5 x 25 a 35 um, levemente
curvos e acanoados (formato de foice) com célula basal caracteristica também denominada de

célula pé. Seus microconidios podem ser fialosporos (monofialides curtas) ou blastdsporos, que
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sdo esporos produzidos por brotamento na ponta do conidiéforo (chamado de falsas cabecas),

s&o uni ou bicelulares, elipticos, hialinos, muito numerosos com dimensdes médias de 3 a 5 x
5a12 um (SMITH, 2007; BHANDARI et al., 2020) (Figura 2D)

Figura 2. Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum: sintoma em plantas de algodoeiro, crescimento e
estruturas morfologicas.

A: Murcha em plantas de algodoeiro ocasionado pelo Fov; B: Escurecimento vascular caracteristico do
fungo em plantas de algodoeiro; C: Crescimento micelial em placa de Petri; D: Estruturas morfolégicas
do Fov. Fonte: A: DAVIS et al. (2006); B: COX JR (2019); C: HOLANDA, G. C. (2022); D: SMITH
(2007)

A sobrevivéncia do F. oxysporum f. sp. vasinfectum no solo esta relacionado com o
clamiddsporo, estrutura de resisténcia, que permanecem em fungistase até que matéria organica
fresca ou exsudatos e lixiviados das plantas estimulem sua germinagcdo (GORDON, 2017).
Além disso, o Fov apresenta a capacidade de colonizar raizes de outras plantas visando sua
sobrevivéncia (SUBRAMANIAN, 1950). Os esporos se espalham pelo solo, restos de culturas
e sementes (COX JR et al., 2019) e a jungdo dessas estratégias de sobrevivéncia em solos por
longos periodos de tempo dificultam a erradicacdo do patégeno (DAVIS et al., 2006).

Devido o Fov ter capacidade de sobreviver em condi¢des adversas, 0 manejo da doenca
é um desafio. Sementes infectadas podem anular a rotacéo de culturas, além de que a juncéo de
rotacdo de culturas e o uso de fungicida sintético normalmente ndo séo bem sucedidas. Outro
agravante é o complexo nematdide-Fov que facilita a penetracdo do fungo, e, variedades
resistentes a algumas racas de Fov, podem ser suscetiveis aos nematoides (DUBEY et al., 2007;
COX JRetal., 2019).
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3.4 Controle Bioldgico de Fitopatogenos

Uma alternativa de amenizar os problemas oriundos da quebra de resisténcia pelo uso
excessivo de agrotoxicos e a contaminacdo do homem, animais e meio ambiente, € através do
controle bioldgico (SILVA et al., 2019b; FERREIRA et al., 2020)

O controle bioldgico é conceituado como: “a redug¢do da soma de indculo ou das
atividades determinantes da doenca, provocada por um patogeno, realizada por um ou mais
organismos que ndo o homem” (COOK; BAKER, 1983). Os agentes de controle biologico para
serem eficientes devem apresentar potencial para interferir nos processos vitais dos patégenos
e serem adaptados as condi¢des edafoclimaticas (MORANDI et al., 2009; CONINCK et al.,
2020)

Por este motivo, o primeiro requisito do controle bioldgico é a identificacdo e
implantacéo de cepas eficazes (SEN, 2012). A selegdo de isolados nativos oriundos do solo visa
a obtencdo de cepas que estejam totalmente adaptadas as condi¢des geoclimaticas locais, se
desenvolva na rizosfera da cultura alvo e controle os patdgenos de solo (CONINCK et al., 2020;
YOUNESI et al., 2021), como o Fov

3.5 Género Trichoderma

Fungos do género Trichoderma sdo conhecidos como agentes de biocontrole de doencas
de plantas desde os anos de 1930 (WEINDLING, 1932). A partir da década de 1990 comecgaram
a serem utilizados lucrativamente como eficientes agentes bioldgicos na agricultura em todo o
mundo devido a sua proeminente atividade contra uma grande gama de fitopatdgenos
(HARMAN, 2000; KESWANI et al., 2013). Devido sua eficiéncia, as espécies do género estdo
entre os agentes fangicos de biocontrole de doencas vegetais mais estudados no mundo
(HARMAN et al., 2004; ISAIAS et al., 2014).

A primeira descri¢do do fungo Trichoderma foi efetuada por Persoon em 1794 com base
no material coletado na Alemanha (PERSOON, 1794). Em 1865 foi proposto uma ligacéo
reprodutiva entre Trichoderma (fase assexual) e Hypocrea rufa (fase sexual) (TULASNE;
TULASNE, 1865). Entretanto, as espécies que foram atribuidas aos géneros Trichoderma e
Hypocrea eram dificeis de distinguir devido a poucos caracteres morfolégicos e similaridade
entre eles. Visando facilitar a identificagdo, foi proposto agregar tudo em uma Unica espécie,
Trichoderma viride (SAMUELS, 2006). Porém, em 1969 foi iniciado o processo de
identificacdo (RIFAI, 1969) e a partir disso diversas espécies para 0s dois géneros foram
descritas (DRUZHININA et al, 2006; SCHUSTER; SCHMOLL, 2010). Devido ao uso da
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filogenia molecular para definir espécies, a pratica da dupla nomenclatura fora abandonada em
2013 e prevaleceu 0 nome mais antigo: Trichoderma (ROSSMAN et al., 2013).

O género Trichoderma é formado por fungos filamentosos, sapréfitos (SAMUELS,
1996), pertencentes a classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales e ao filo Ascomycota.
Apresenta mais de 250 espécies aceitas e identificadas através da filogenia molecular (ZHU et
al., 2017). Séo fungos saprofitos de solo capazes de micoparasitar fungos e nematoides
fitopatogénicos, além de induzir resisténcia e estimular o crescimento da planta, e favorecer a
solubilizacdo de nutrientes inorganicos (DUBEY et al., 2007; DRUZHININA et al., 2011).

O Trichoderma mudou totalmente o cenério do controle biolégico de plantas no Brasil,
com datas importantes, como sua inser¢do em 1987 com gréos de sorgo colonizado por T. viride
para o controle de Phytophthora cactorum, aumento da sua producéo e uso a partir dos anos
2000 e primeiro registro em 2006. Produtos a base de Trichoderma representaram area tratada
no Brasil em 2010 de 1,2 milhdes de hectare, atingindo 5 milhdes de hectares no ano de 2015
(BETTIOL etal., 2014; BETTIOL et al., 2019).

Nas espécies que se conhece a reproducdo sexuada, essa é caracterizada pela formacéo
de peritécio, formados por ascos cilindricos, composto em estromas de cor verde, amarela,
creme ou marrom, produzidos sobre o substrato colonizado (JAKLITSCH, 2009). Para a
reproducdo assexuada, no micélio vegetativo sdo formados conidiéforos com um eixo central e
ramificacdes laterais, que terminam em espirais divergentes de células conidiogénicas do tipo
fidlide, podendo apresentar formato de garrafa ou alongada (Figura 3A). No apice das fialides,
sdo formados os conidios unicelulares, esféricos, ovais ou alongados. Os conidios podem ser
agregados em pustulas ou em formas de tufos. Quando cultivado em meio de cultura, a col6nia
pode apresentar coloragdo branco-amarelado e verde (Figura 3B) (MACHADO et al., 2012;
ABREU; PFNNING, 2019).

As espécies do género sdo de vida livre, de rapido crescimento e que podem ser
encontradas no solo, na rizosfera, na espermosfera, de forma endofitica em plantas, como
decompositores de madeiras, em outros fungos e em matéria organica (EVANS et al., 2003;
HARMAN et al., 2004; MUKHERJEE et al., 2022) sendo a maioria das espécies compostas de
parasitas de fungos macroscopicos e apodrecedores de madeiras (DRUZHININA et al., 2011).
Apesar de ser um género de distribuicdo cosmopolita, sendo encontrado tanto em ambientes
tropicais como temperados (SUN et al, 2012; GUZMAN-GUZMAN et al., 2019), algumas
espécies sao amplamente distribuidas e outras sdo limitadas a determinados sitios geogréaficos

(SAMUELS, 2006). Além da sua distribuicdo, espécies do género foram encontradas em
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condicBes extremas como em solo Antértico (HUGHES et al., 2007), em tanques de querosene
(KLEIN; EVELEIGHT, 1998) e no deserto do Saara (MONTE et al., 2019).

Figura 3. Estrutura reprodutiva assexuada de Trichoderma sp. e crescimento micelial

A: Estrutura reprodutiva com conidioforo, células conidiogénicas e esporos; B: Crescimento micelial de
Trichoderma sp. em placa de Petri. Barras: 20 um Fonte: HOLANDA, G. C. (2022)

As espécies de Trichoderma que agem como oportunistas ambientais, apresentam
caracteristicas em comum, como: ampla distribuicdo geografica, rapido crescimento,
colonizacdo agressiva, eficiéncia de parasitar ou predar outros fungos e capacidade de
estabelecer relagdes benéficas com as plantas (DRUZHININA et al., 2011; WOO et al., 2014).
Dentro desse grupo é possivel encontrar as espécies: T. asperellum, T. atroviride, T. harzianum
e T.virens, que séo utilizados para fins agricolas como antagonistas bioldgicos de fitopatdgenos
e promotores de crescimento vegetal (WOO et al., 2014).

3.5.1 Mecanismos de controle bioldgico e promocao de crescimento

Espécies de Trichoderma spp. apresentam uma série de mecanismos que garantem a
capacidade antagonica a fungos e beneficio as plantas, podendo citar: micoparasitismo,
metabdlitos secundarios, competicdo por espago e nutrientes, inibicdo do crescimento de
patégenos na rizosfera, agentes de promocao de crescimento, solubilizacdo de nutrientes
inorgénicos e inducdo de resisténcia (BENITEZ et al., 2004; WOO et al., 2007; SHARMA,
2011; ZIN; BADALUDDIN, 2020).

O micoparasitismo ocorre, resumidamente, em 4 fases distintas, sendo elas: i)
sinalizacdo da presa atraves de sinais obtidos em consequéncia de proteases liberadas; ii)
momento de anexacgdo a hifa da presa, geralmente precedida pelo crescimento lado a lado da
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hifa hospedeira e pela formacdo de papilas, que se ligam a hifa. Esporos também podem se
aderir a hifa do patdgeno e vim a germinar a posteriori; iii) resposta de defesa da presa, sendo
induzido genes para a resposta adversa que pode acometer, como choque térmico, estresse
oxidativo e processos de desintoxicagdo; iv) morte da presa, onde é resultado de acbes
sinérgicas de metabdlicos secundarios antifingicos e enzimas hidroliticas da parede celular
(DRUZHININA et al., 2011). O processo de micoparasitismo também afeta a nematoides
(SAHEBANI; HADAVI, 2008).

Em relacdo aos metabolitos secundarios, séo compostos quimicamente diversos, que
podem ser volateis e ndo-volateis (ISAIAS et al., 2014) e estdo envolvidos em vias de
sinalizacdo, desenvolvimento, interacdo com outros organismos e que apresentam caréater de
antibiose (GHISALBERTI; ROWLAND, 1993; RAMADA et al., 2019). O fungo Trichoderma
apresenta milhares de compostos distribuidos em mais de 120 estruturas moleculares (REINO
et al., 2008; HERMOSA et al., 2014).

A atividade antifangica in vitro dos metabdlitos secundarios produzidos por
Trichoderma demonstraram eficiéncia no controle de fungos fitopatogénicos, como Botrytis,
Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotinia, Stachybotrys, Colletotrichum, Penicillium, Aspergillus,
Gaeumannomyces e Oomycetos Phytophthora e Pythium (HERMOSA et al., 2014).

Devido seu rapido crescimento, esporulacdo abundante e mecanismos para limitar o
desenvolvimento de outros fungos, espécies de Trichoderma competem diretamente por
recursos que podem ser nutrientes, oxigénio, espaco fisico, luz, entre outros (DRUZHININA,;
KUBICEK, 2013; MONTE et al., 2019). Esse fator pode ser uma desvantagem quando se estuda
a diversidade de fungos no solo, uma vez que o Trichoderma sobressai em relacdo a outros
fungos de crescimento mais lento, mas de igual importancia para o funcionamento do
ecossistema do solo (ABREU et al., 2019).

Em relacdo aos beneficios a plantas, pesquisas demonstram o0 aumento do comprimento
e numero de raizes em plantas inoculadas com Trichoderma (NASEBY et al., 2000),
incremento na matéria seca de parte aérea (BAKER et al., 1984; FARIAS et al., 2019), alem de
aumento de germinacédo de sementes, favorecimento ao crescimento de mudas (VINALE et al.,
2013), promocéo de crescimento, melhor arquitetura radicular (GARNICA-VERGARA et al.,
2016), redugdo por estresses abidticos como deficiéncia hidrica, nutrientes e salinidade
(MASTOURI et al., 2012; BROTMAN et al., 2013), alem de regular positivamente processos
como fotossintese, condutancia estomatica, trocas gasosas e assimilagdo de nutrientes (SOOD
et al., 2020). Estes efeitos sdo em funcdo da interacdo do Trichoderma com a planta que pode

provocar diminuicdo dos niveis de etileno (GRAVEL et al., 2007), promover sintese de &cido
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indole-3-acético (AlA) ou analogos da auxina, solubilizacdo de fosfato (OLIVEIRA et al.,
2012), producdo de pirona 6-PP (GARNICA-VERGARA et al., 2016) e aumento da eficiéncia
do uso de nitrogénio nas plantas (HARMAN, 2011).

Quanto a inducdo de resisténcia em plantas, esta pode ser obtida de duas formas:
resisténcia sisttmica adquirida (do inglés: system acquired resistance: SAR), em resposta a
patdgenos biotroficos, avirulentos ou ndo patogénicos, e induzida (do inglés: induced systemic
resistence: ISR), como consequéncia de microrganismos rizosféricos e rizobactérias
(RAMADA et al., 2019). A ativacdo das respostas de defesa se diferencia tanto pelo eliciador
como pelas vias de sinaliza¢do, onde SAR é mediada pelo 4cido salicilico e a ISR através do
acido jasménico (HARMAN et al., 2004; PASCHOLATI et al., 2019). Estirpes de Trichoderma
podem ativar as duas formas de inducédo de resisténcia, tanto SAR como ISR, e culminam na
liberacdo de substancias como hidroperoxido-liase, peroxidase e fenilalanina amonia-liase,
responsaveis pela inducéo de lignificacdo, como também a planta libera compostos fenolicos
que impedem a maior colonizacdo dos patdgenos (HARMAN et al., 2004; DRUZHININA et
al., 2011; HERMOSA et al., 2012).

3.6 Mercado bioldgico e importancia de Trichoderma no controle biologico

No cenario global atual, em funcdo do aumento constante da populagcdo mundial e danos
produzidos pelas mudancas climaticas, garantir alta produtividade e qualidade exige o uso de
estratégias sustentaveis e eficientes (POVEDA, 2021a), onde muitas vezes é tida como um dos
principais desafios para a producéo agricola (RAMIREZ-VALDESPINO et al., 2019)

O uso do controle quimico contra fungos muitas vezes é antiecondmico, além de trazer
problemas para o meio ambiente, como: poluicdo das aguas subterraneas, perda de flora
benéfica ndo alvo e evolucdo de variantes com resisténcia a fungicidas (SEN, 2012). O
biocontrole de fitopatdgenos de solo esta se tornando uma estratégia importante por apoiar a
agricultura sustentavel (CONINCK et al., 2020)

O mercado global de biopesticidas em 2020 foi estimado em US$ 4,3 bilhdes e esta
projetado com uma taxa de crescimento anual de 14,7%, podendo atingir US$ 8,5 bilhdes em
2025 (MARKETS&MARKETS, 2020). Por outro lado, a taxa para o mercado de pesticidas
quimicos esta prevista em 2,3% até o ano de 2023 (BETTIOL et al., 2019). A Associagéo
Brasileira das Empresas de Controle Biologico, que representam 70% do mercado,
demonstraram que o ano de 2018 teve receita de R$ 464,5 milhdes, ocorrendo acréscimo de
70% quando comparado ao ano de 2017, sendo 0 mais expressivo da historia do setor no pais,
além de superar o indice do mercado internacional de 17% (BRASIL, 2019)
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Dentro os biopesticidas que sdo registrados no Ministério da Agricultura Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) as espécies de Trichoderma: T. afrohazianum, T. asperellum, T.
harzianum e T. stromaticum pertencem a classe de fungicida microbioldgico e o T. koningiopsis
a nematicida microbiologico. Estes estdo distribuidos 38 produtos registrados, sendo 47,4%
tendo como principio ativo T. harzianum, 26,3% T. asperellum, 18,4% mistura de Trichoderma
spp. com Bacillus spp., 2,6% T. koningiopsis, 2,6% T. afrohazianum e 2,6% T. stromaticum
(AGROFIT, 2022).

Diaz-Gutiérrez et al. (2021) utilizando Trichoderma asperellum no controle de
Fusarium sp. que ocasiona murcha em estévia (Stevia rebadiana), conseguiram controlar o
fungo, tanto no experimento in vitro como in vivo. Yu e Luo (2020) reduziram o tombamento
de mudas de pinheiro-manso (Pinus massoniana) ocasionado por Fusarium oxysporum através
da inoculagdo de Trichoderma koningiopsis em solo. Ferreira et al (2020) utilizando isolados
de Trichoderma spp. da rizosfera de citros, conseguiram controlar cepas de Alternaria
alternata, Colletotrichum gloeosporioides e Penicillium digitatum, que apresentavam
resisténcia a produto sintético. Metz e Haulsladen (2022) utilizando Trichoderma harzianum,
T. atroviride, T. hamatum e T. asperellum no controle de Alternaria solani, patégeno de batata

(Solanum tuberosum), todas as espécies apresentaram eficiéncia no controle da doenca.

3.7 Importéncia da qualidade de sementes

Devido a semente ser o principal insumo para a producdo da maioria das culturas, sua
qualidade apresenta uma imensa importancia agricola, devido principalmente estar relacionada
a altos rendimentos em campo e seguranca alimentar, por esse motivo a qualidade fisica,
genética, fisiologica e sanitaria sdo indispensaveis quando se trata de cultivo de sementes
(ELMASRY et al., 2020).

O uso de sementes com elevada qualidade sanitaria € fundamental quando se busca
plantas sadias em campo (VAZQUEZ; SA, 2015), uma vez que estas sio um meio eficiente de
sobrevivéncia e disseminagdo de agentes fitopatogénicos (CARVALHO et al., 2011). Os
fungos fitopatogénicos que estdo entre 0s principais microrganismos associados as sementes,
podem ocasionar danos resultando em reducao de germinag&o e vigor, morte de plantulas pré e
pos emergidas e podriddes radiculares (NASCIMENTO; MEDEIROS, 2015;
AGRIOPOULOU et al., 2020; SOOD et al., 2020).

O algodoeiro € susceptivel a um grande nimero de doengas, que além de reduzir a
produtividade da cultura em campo, podem ser transmitidos por sementes, servindo de inéculo
para contaminagao de areas isentas (SHAMSI; NAHAR, 2019). Khatun et al (2018) analisando
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a diversidade de fungos associados a sementes de 14 variedades de algodoeiro (G. hirsutum),
encontraram fungos do género Aspergillus, Chaetomium, Colletotrichum, Curvularia,
Fusarium, Mucor, Penicillium, Rhizopus, Rhizoctonia, Rhizomucor e Syncephalastrum,
demonstrando como as sementes podem agir como na disseminacao de patdgenos.

Entre os fungos fitopatogénicos destaca-se o Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum
(Fov) (DAVIS et al., 2006). A capacidade da semente transmitir o Fov foi descrita pela primeira
vez em 1923, o pesquisador também demonstrou que a partir do 7° més de armazenamento da
semente o fungo comecou reduzir o potencial germinativo dos conidios, ficando evidente que
sementes infectadas ocasionam transmissdo para 0 campo e mantém os conidios viaveis por um
consideravel periodo de tempo (ELLIOTT, 1923).

A transmissao do Fov por sementes representa uma seria ameaca a producéo de algodao,
em funcdo de ser uma via rapida de disseminacdo do patdgeno entre regiGes e continentes
(SANOGO; ZHANG, 2016). As sementes podem ser infectadas em plantas sintométicas e em
assintomaticas, nesse caso atribuindo a penetracdo do tegumento das sementes em capulhos
infestados, poeira de solo contaminado e através de maquinas agricolas (DAVIS et al., 2006;
BENNETT et al., 2008). Farias (2017) também demonstrou a transmisséo de Fov por sementes
de algodéo.

O tratamento de sementes com uso de fungicidas quimicos apresenta entraves em
relacdo aos danos ocasionados a0 meio ambiente, elevado custo (VINALE et al., 2008) e falta
de eficiéncia para controlar o Fov (LAWRENCE et al., 2007). Por esse motivo, o controle
bioldgico em sementes tem se mostrado promissor por diminuir transmissao de doencas de
forma benéfica ao ecossistema e economicamente viavel (CORREA et al., 2008; SANOGO;
ZHANG, 2016; MOURA et al., 2018)

3.8 Controle biologico de patégenos em sementes com Trichoderma

Cepas do género Trichoderma spp. sdo utilizadas no tratamento de sementes e
apresentam uma série de beneficios, como controle dos fitopatdgenos, protecdo a planta,
aumento da taxa de germinacéo e vigor das sementes, aumento do crescimento e rendimento
das plantas e melhor absorcéo de nutrientes (HARMAN, 2000; RESENDE, 2005; XUE et al.,
2017)

Zhang et al (2019) tratando sementes de trigo (Triticum aestivum) com a cepa T6 de
Trichoderma longibrachiatum promoveram germinagdo das sementes, aumentou o peso de
parte aérea e das raizes da planta e ocasionaram em transcricdo de enzimas sequestrantes de

espeécies reativas de oxigénio. Estévez-Geffriaud et al (2020) concluiram que o revestimento de
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sementes de milho (Zea mays) com a cepa T34 de Trichoderma asperellum melhora o
desempenho da cultura quando confrontada com estresse hidrico e melhora os parametros
nutricionais e de graos. Silva et al (2022) tratando sementes de algodoeiro (Gossypium hirsitum)
com Trichoderma harzianum verificaram a reducdo de Aspergillus, Fusarium, Penicillium e
Alternaria nas sementes, além de ndo ter interferido negativamente na qualidade fisioldgica,
ainda proporcionou aumento nos percentuais de germinagé&o.

Younesi et al (2021) ao tratar sementes de grao de bico (Cicer arietinum) com cepas de
Trichoderma longibrachiatum e T. harzianum, detectaram controle em torno de 70% da murcha
ocasionada por Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (Foc). Zaim et al (2018) também trabalhado
com o grdo de bico, obtiveram resultados que demonstram que plantas tratadas com
Trichoderma harzianum apresentaram maior protecdo ao Fov do que aquelas tratadas com
Bacillus subtilis, porém a mistura de ambos possibilitou suprimir a doenca em 93,67%.

Ferrigo et al (2020) ao aplicar a cepa INAT11 de T. harzianum nas sementes de milho,
detectaram que reduziram a incidéncia de doengas por Fusarium verticillioides e F.
graminearum em 37,1% e 30,7%, respectivamente. Kthiri et al (2020) tratando sementes de
trigo duro (Triticum durum) com a cepa S.INAT e Trianum-T22 reduziram a incidéncia de
Fusarium culmorum em 53,59 e 51,79%, respectivamente, além de terem aumentado a
atividade da peroxidase, enzima de inducdo de resisténcia, em 50%. Pimentel et al (2020)
utilizando isolados de T. harzianum e T. asperellum como revestimento de sementes de soja
(Glycine max) foi eficiente para controlar o crescimento de F. virguliforme e reduzir a
severidade e incidéncia da doenca

Diversos trabalhos demonstram a eficiéncia no tratamento de sementes com
Trichoderma, sendo eficaz no controle de Fusarium spp. e trazendo beneficios as plantas,
podendo citar: tratamento em sementes de pinus (Pinus spp.) (SILVA et al., 2019a), trigo
(Triticum aestevum) (XUE et al., 2017), argan (Agrania spinosa) (SELLAL et al., 2020), milho
(Zea mays) (CONINCK et a., 2020), tomate (Solanum lycopersicum) (JAMIL, 2021), feijao
(Phaseolus vulgaris) (ISHIZUKA et al., 2020) e algodoeiro (Gossypium hirsutum) (FARIAS et

al., 2019), possibilitando ser uma forma eficiente no manejo de Fov em sementes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Localizacao experimental

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Fitopatologia — LAFIT,
pertencente ao Departamento de Fitotecnia e Ciéncias Ambientais, Campus Il — Centro de
Ciéncias Agrérias (CCA), da Universidade Federal da Paraiba

4.2 Isolamento de Trichoderma spp. em solos de &reas produtoras

Coletou-se solo em areas produtoras ou que foram cultivadas com algodoeiro na safra
anterior (2021). Ao todo, foram coletados solos em seis localidades diferentes (Tabela 1, Figura
4). Em cada localidade, as coletas foram realizadas em zig-zag, na profundidade de 0-20 cm,
para posteriormente compor uma amostra composta de 500 g. O material resultante da
homogeneizagdo foi acondicionado em sacos de polietileno e foram preservados em

temperatura de -4 °C até sua utilizacéo.

Tabela 1. Caracterizacdo dos pontos de coleta de solo para isolamento de Trichoderma spp.

Ponto Municipio Descricao da area Coordenadas geogréficas

_ Algodoeiro sob sistema
I Remigio o . 6°52'58.93"S, 5°48'32.01"0
agroecolodgico orgéanico

Algodoeiro na safra anterior (2021)

I Areia _ _ 6°54'55.29"S, 35°45'7.30"0
sob sistema convencional

) Algodoeiro sob sistema convencional
" Areia o 6°58'13.02"S, 5°43'58.36"0
e tratamento da cultura com elicitores
Algodoeiro sob sistema convencional,
IV Alagoinha colheita mecanizada, ap6s a colheita  6°57'58.83"S, 35°33'7.41"0
bovinos foram soltos na area
) Algodoeiro colorido sob sistema
V  Alagoinha ) 6°58'11.70"S, 35°33'1.33"0
convencional
_ Algodoeiro com algod&o sob sistema
VI  Alagoinha ILPE 6°58'53.89"S, 35°31'1.42"0

Fonte: HOLANDA, G. C. (2022).

Para o isolamento do Trichoderma spp. do solo, pesaram-se 10 g de solo de cada

amostra, transferiu-se para um Erlenmeyer de 250 mL, adicionaram-se 90 mL de agua destilada
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esterilizada (ADE) e submetidas a agitacdo em um agitador magnético Modelo Fisatom 752 por
30 minutos a 180 rpm.

Foi retirado 1 mL da solucdo misturada com auxilio de uma pipeta e transferido para
um tubo de ensaio contendo 9 mL de ADE para realizacdo da dilui¢do seriada. Foi retirado 1
mL dos tubos de 102 e 1073 e transferido para placas de Petri (90 mm x 15 mm) contendo meio
semi-seletivo Martin (1950). Durante 20 dias foi avaliado o crescimento de Trichoderma spp.,
sendo transferido para placa de Petri contendo meio batata-dextrose-agar (BDA) e purificado

para posterior utilizacao.

Figura 4. Localizacdo dos pontos de coleta de solo para isolamento de Trichoderma spp. (Clique nos
pontos para ver através do Google Maps).
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Fonte: HOLANDA, G. C. (2022).

4.3 Isolados de Trichoderma spp. utilizados

Para a conducdo dos experimentos, sete isolados de Trichoderma spp. foram
selecionados, sendo quatro oriundos dos pontos de coleta descritos na tabela 1 (02, 06, 11 e 12),
escolhidos em funcdo do répido crescimento, esporulacdo e caracteristicas especificas do
género, como conidiéforos em eixo central com ramificacdes laterais e terminacdo em células
conidiogénicas do tipo fialide (ABREU; PFNNING, 2019). Um isolado obtido a partir de


https://www.google.com.br/maps/place/6%C2%B052'58.9%22S+35%C2%B048'32.0%22W/@-6.8830308,-35.8110804,731m/data=!3m2!1e3!4b1!4m5!3m4!1s0x0:0xcfcc99895ffedd87!8m2!3d-6.8830361!4d-35.8088917
https://www.google.com.br/maps/place/6%C2%B054'55.3%22S+35%C2%B045'07.3%22W/@-6.915353,-35.7542165,731m/data=!3m2!1e3!4b1!4m5!3m4!1s0x0:0xecbec6d0c0d95038!8m2!3d-6.9153583!4d-35.7520278
https://www.google.com.br/maps/place/6%C2%B058'13.0%22S+35%C2%B043'58.4%22W/@-6.970278,-35.7350665,731m/data=!3m2!1e3!4b1!4m5!3m4!1s0x0:0x576905d24a79d463!8m2!3d-6.9702833!4d-35.7328778
https://www.google.com.br/maps/place/6%C2%B057'58.8%22S+35%C2%B033'07.4%22W/@-6.9663364,-35.554247,731m/data=!3m2!1e3!4b1!4m5!3m4!1s0x0:0xdaf5c7a01f018b0!8m2!3d-6.9663417!4d-35.5520583
https://www.google.com.br/maps/place/6%C2%B058'11.7%22S+35%C2%B033'01.3%22W/@-6.9699124,-35.5536967,1033m/data=!3m1!1e3!4m5!3m4!1s0x0:0x8a850fab92ce1dd8!8m2!3d-6.9699167!4d-35.5503694
https://www.google.com.br/maps/place/6%C2%B058'53.9%22S+35%C2%B031'01.4%22W/@-6.9816308,-35.5192498,731m/data=!3m2!1e3!4b1!4m5!3m4!1s0x0:0x5d49cbd9443b1e7e!8m2!3d-6.9816361!4d-35.5170611
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sementes de algodoeiro (TS), um isolado obtido a partir da producéo on farm de T. harzianum
(TS) e um obtido da Micoteca do LAFIT (CFF729), que teve origem de Mata Atlantica (CRUZ,
2021) (Tabela 2). Todos isolados foram depositados na colecédo de fungos do LAFIT.

Tabela 2. Isolados de Trichoderma spp utilizados com sua respectiva origem.

Codigo LAFIT  Isolados Origem
838 02 Municipio de Remigio — sistema agroecoldgico organico
839 06 Municipio de Areia — cultura tratada com elicitores
840 11 Municipio de Areia — sistema convencional na safra anterior
841 12 Municipio de Alagoinha — sistema ILPF
842 TS Obtencdo em sementes de algodéo
843 TH Trichoderma hazianum producéo on farm
729 CFF729 Trichoderma sp. isolado de Mata Atlantica

Fonte: HOLANDA, G. C. (2022).

4.4 Obtencdo do isolado de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov) e patogenicidade

Foi utilizado o isolado CNPA 007 de Fov, pertencente a Colecdo de Culturas de
Microrganismos Fitopatogénicos da Embrapa Algodao (Campina Grande, PB). Para realizacao
dos experimentos, o fungo foi retirado do método de conservacdo em Castellani
(CASTELLANI, 1967) e multiplicado em meio de cultura BDA a temperatura de 25 + 2 °C
durante 7 dias.

A fim de comprovar a patogenicidade do isolado, o0 mesmo foi inoculado em plantulas
de algodoeiro. Na casa de vegetacdo do LAFIT, utilizou-se dois vasos de polietileno com
capacidade de 1 litro com 400 g de substrato comercial MecPlant ® com quatro sementes do
algodoeiro variedade BRS Verde em cada vaso. A inoculacdo no solo foi efetuada aos cinco
dias apds a semeadura, adicionando 10 mL da suspenséo de Fov ajustada para 107 conidios.ml”
1. Ap6s sete dias da primeira inoculagio (13 dias apos a semeadura), a planta foi ferida com
agulha na regido do colo e raiz, por¢do abaixo do substrato, e injetada 0,1 mL da suspenséo
com uma seringa (1 mL) (PASSADOR et al., 2010)

Apos 21 dias da semeadura, 0 material foi retirado da casa de vegetacdo e em cdmara
de fluxo laminar efetuaram-se cortes de fragmentos pertencentes a regido do colo e da raiz de
cada plantula. Para assepsia do material, este foi imerso em alcool etilico (70%) por 30
segundos e NaClO (2,5%) por 60 segundos, com o excesso removido em agua destilada por 60

segundos e secagem em papel de filtro. Os fragmentos foram depositados sobre 0 BDA
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dispostos em placas de Petri e incubados em cdmara de crescimento, sob a temperatura 25 + 2

°C com fotoperiodo de 12 horas.

4.5 Controle in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum
4.5.1 Teste de dupla cultura

O teste foi realizado através da metodologia da dupla cultura (DENNIS; WEBSTER,
1971a) com modificacdes, sendo realizada de duas formas em momentos distintos: uma com
inoculacdo simultanea dos dois fungos (Fov e Trichoderma spp.) e outra com inoculacdo do
Trichoderma spp. 72 horas apo6s insercdo do Fov, de modo a compensar o rapido crescimento
do antagonista (BUNBURY-BLANCHETTE; WALKER, 2019)

Discos (& 5 mm) do patégeno e do antagonista, com 8 dias de cultivo, foram inseridos
opostamente, distancia de 5,5 + 0,5 cm entre discos, em cada placa de Petri (& 9 cm), contendo
meio de cultura BDA. As placas foram incubadas a 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas. O
tratamento testemunha consistiu em placas com o patégeno e na auséncia antagonista.

Ap0s sete dias da incubacdo nas condicOes acima descritas, foi realizada a classificacao

dos isolados de Trichoderma sp. de acordo com escala descrita por Bell et al. (1982), tabela 3

Tabela 3. Escala de classificacdo adaptada de Bell et al. (1982).

Classe Acdo do antagdnico

1 Trichoderma spp. ocupa 100% de toda superficie do meio
2 Trichoderma spp. ocupa 75% da superficie do meio
3 Trichoderma spp. ocupa 50% da superficie do meio
4 Trichoderma spp. ocupa 25% da superficie do meio;

5 Trichoderma spp. ndo cresce e o0 patdgeno ocupa toda a superficie da placa

Fonte: Bell et al. (1982)

No sétimo dia de avaliagdo, foi possivel quantificar a zona de inibigdo (Z1) (ROYSE;
RIES, 1978) e a inibicdo do crescimento micelial (I) (VINCENT, 1947), adotando a equacéo

abaixo. Para a medic&o, foi utilizado paquimetro digital de precisdo de 0.001 mm.

Ri—R;
(%) = ( R >x100

1
Em que:

I: Porcentagem de inibig&o do crescimento micelial;
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R1: Crescimento radial do patogeno (testemunha);
R2: Crescimento radial do patdgeno com Trichoderma spp.

4.5.2 Metabdlitos volateis

A producéo e agdo dos metabdlitos volateis foi avaliada através da metodologia descrita
por Dennis e Webster (1971b) utilizando o isolado virulento de F. oxysporum f. sp. vasinfectum.

Para execucdo do experimento, um disco da col6nia de Fov e de Trichoderma spp. (4 5
mm) foram adicionados individualmente no centro da base inferior de diferentes placas de Petri
contendo meio BDA, sendo as placas ajustadas e vedadas com papel filme. O tratamento
testemunha consistiu pela sobreposicdo do patdgeno na auséncia do antagonista na base
inferior. As placas foram ajustadas de modo que as bases superiores fossem aquelas com o
patdgeno. As placas foram incubadas a 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas

A medicdo do didmetro da coldnia do patdgeno foi realizada com paquimetro digital de
precisdo 0,001 mm, em dois eixos ortogonais, descartando-se o disco (& 5 mm cada) repicado
da colbnia pura, sendo posteriormente calculado o | (VINCENT, 1947) e IVCM (OLIVEIRA,
1991). O experimento foi finalizado quando o tratamento testemunha atingiu as extremidades

da placa, sendo os resultados expressos em milimetro (mm)

IVCM = Z@

Em que:

IVCM: indice de velocidade crescimento micelial;
D: Didmetro médio atual da coldnia;

Da: Diametro médio da coldnia do dia anterior;

N: Numero de dias ap6s a inoculagéo.

Ao final do experimento, foi realizada a contagem de esporos do F. oxysporum f. sp.
vasinfectum. Para a quantificacdo, em cada placa de Petri contendo o patégeno foram
adicionados 10 mL de ADE, raspado com uma escova de cerdas macias para a liberacdo dos
esporos e filtrado em dupla gaze esterilizada. Da solucéo filtrada, foi retirada aliquota de 10 puLL
e transferida para camara de Neubauer para efetuar a contagem.

Com a obtencdo do numero de esporos foi possivel calcular a porcentagem de inibicao
de esporulacdo (PIE) (BASTOS, 1997) de acordo com a equacéo abaixo
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ETC

PIE=( >><100

TC
Em que:

PIE: Porcentagem de inibicdo de esporulacéo;
Erc: NUmero de esporos do tratamento controle

C: Numero de esporos do patogeno sobre a influéncia do antagonista.

4.5.3 Metabdlitos ndo volateis

Pare a realizacdo do ensaio de metabolitos ndo volateis de isolados de Trichoderma spp.
sobre o patdgeno foi utilizada a metodologia descrita por Dennis e Webster (1971c).

Em placas de Petri contendo meio BDA, foi adicionado papel celofane transparente (&
10 cm) previamente lavado e esterilizado de forma que ficasse aderido e preenchesse
completamente a superficie do meio. Em seguida, adicionaram-se discos (@ 5 mm) de
Trichoderma spp com oito dias de cultivo, que foram acondicionados sobre o papel celofane
no centro da placa e incubado por 48 horas em temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12
horas.

Apds a incubacdo, em camera asséptica, o disco foi removido juntamente com o papel
celofane e inverteu-se a placa, adicionando 20 mL de cloroférmio na parte inferior, visando
eliminar residuos estruturais de Trichoderma spp. Ap6s evaporacdo do produto, as placas
retornaram & posicao original e discos (@ 5 mm) de F. oxysporum f. sp. vasinfectum foram
inoculados na placa.

As placas foram incubadas a temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. A
testemunha foi constituida de placas contendo apenas o patdgeno sem a presenca dos
metabolitos ndo volateis. A medicdo do diametro das col6nias foi realizada diariamente até o
patdgeno do tratamento testemunha colonizar toda a placa de Petri, durante 7 dias. Foram

realizadas as mesmas andlises descritas para os metabolitos volateis (item 3.5.2).

4.5.4 Metabolitos ndo volateis termoestaveis

Para a realizacdo dos metabolitos ndo volateis termoestaveis, 5 discos (@ 5 mm) foram
retirados da margem das coldnias dos isolados de Trichoderma com oito dias de cultivo,
transferidos para frascos Erlenmeyer (250 mL), contendo 100 mL de meio Batata-Dextrose
(BD). Apds sete dias de cultivo em mesa agitadora orbital a 150, temperatura a 25 + 2 °C e

fotoperiodo de 12 horas, as culturas foram filtradas em dupla camada de gaze estéril. A fase
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liquida foi incorporada ao meio BDA na proporcao de 25% (v/v) e esterilizada a 121 °C por 20
minutos antes de ser transferida para as placas de Petri (@ 9 mm) (BEZERRA et al., 2019)

O tratamento testemunha foi constituido de placas contendo o meio liquido sem
inoculacdo do fungo e misturado ao BDA. As avaliacbes do crescimento micelial foram
efetuadas diariamente por 7 dias, até o patdgeno da testemunha colonizar toda a placa de Petri.
O experimento foi submetido as andlises de I, IVCM e PIE (item 3.5.2)

4.5.5 Micoparasitismo

A atividade do micoparasitismo dos isolados de Trichoderma spp. sobre F. oxysporum
f. sp. vasinfectum foi verificada utilizando o método de cultura em laminas conforme Riddell
(1950) com modificaces.

As bases das placas de Petri (@ 9 cm) contendo meio BDA com espessura de 3 mm
foram delimitadas exteriormente em quatro quadrantes nas propor¢des de laminula (20x20
mm). Fragmentos (0,1 cm) das colbnias do patégeno e do antagonista foram adicionados,
individualmente, nas extremidades dos quadrantes com aproximadamente 10 mm de distancia
entre os fragmentos.

As placas foram incubadas a 25 + 2 °C por 24 horas até ocorrer o contato entre as hifas
do patdgeno e antagonista. Os quadrantes foram cortados e transferidos para laminas que foram
coradas com lactofenol, sobrepostas por laminula e observados em microscopio 6tico, modelo
Olympus BX53, com fotografias registradas através de camera Olympus DP73 utilizando o

programa cellSens Dimension em aumento de 20, 40 e 100x.

4.5.6 Inibi¢do da germinacéo de conidios

Para a determinacéo da inibicdo da germinacéo de conidios, foi utilizado a metodologia
proposta por Teixeira (2018).

A inibicdo da germinagdo de conidios de F. oxysporum f. sp. vasinfectum foi avaliada
na presenca de suspensdo de conidios e de seus filtrados livres de células dos isolados de
Trichoderma spp.

Culturas puras do patdégeno e do antagonista foram utilizados para obtencdo das
concentragdes, ajustadas para 10° e 107 conidios mL™!, respectivamente. Os filtrados foram
obtidos adicionando-se 10 mL de ADE na coldnia pura e realizada a raspagem com uma escova

de cerdas macias, para liberacdo dos conidios e filtrada em dupla gaze esterilizada. Uma
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aliquota de 1 mL foi transferida para a cdmara de Neubauer, para realizagdo da contagem e
ajuste dos conidios.mL!.

Trés gotas de 10 uL da suspensdo ajustada do patdgeno foram depositadas em laminas
de microscopia e aliquotas de igual volume da suspensdo do antagonista foram adicionadas
sobreposta as gotas do patdgeno. O controle foi composto por gotas contendo 10 pL da
suspensdao do patogeno, com 10 uL de ADE em meio BDA. Foi adicionado uma gota de
lactoglicerol sobre as gotas do patdgeno e do antagonista e coberto com laminula. As ldaminas
foram acondicionadas em bandejas de polietileno, forradas com papel umedecido com ADE e
mantidas & temperatura de 25 £ 2 °C, sob fotoperiodo de 12 h em B.O.D (Biochemical Oxygen
Demand).

A inibicdo da germinacdo de conidios de Fov foi avaliada apds 4, 8, 12, 16, 20 e 24
horas a partir da incubacdo dos fungos. Foram utilizadas seis laminas por isolado, sendo cada
periodo descrito constituido por uma lamina e avaliados em microscopio Optico em objetiva
10x. Considerou como conidio germinado quando o tubo germinativo era igual ou maior que
metade do comprimento do esporo (BECKMAN; PAYNE, 1983). A porcentagem de conidios
germinados foi calculada pela equacao:

C
G (%) = (C—G) x 100
0

Em que:
G (%): porcentagem de conidios germinados
Co: total de conidios germinados

Co: total de conidios observados

4.6 Teste de sanidade em sementes microbiolizadas com Trichoderma spp.

As sementes de algodoeiro da variedade BRS Verde utilizadas foram obtidas junto a
pequenos produtores do municipio de Inga, Paraiba. Proveniente de sistema de producédo
organico, sendo as mesmas colhidas na safra 2018 e armazenadas em sacos de polietileno
vedado com temperaturade 5 + 2 °C

As sementes foram previamente submetidas ao deslintamento quimico com acido
sulfarico na proporcdo de 1 litro para cada 7 kg de sementes por 5 minutos, sendo as sementes
imersas na solugéo. As sementes deslintadas foram lavadas com ADE e secas em temperatura
ambiente (25 + 2 °C) (QUEIROGA et al., 2001). As sementes secas foram desinfestadas em
solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO) a 1% por 3 minutos, seguida de lavagem com ADE,

secas sobre papel toalha em temperatura ambiente (25 £ 2° C) e submetidas aos tratamentos.
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As sementes tratadas foram inoculadas com Trichoderma em suspensdo com
concentracéo de esporos ajustada em 107 conidios mL™, secas em temperatura ambiente (25 +
2° C) e mantidas em camara Umida, composta por caixas tipo gerbox com dupla camada de
papel esterilizado umedecido com ADE na base e tampada por 24 horas. Posteriormente, as
sementes foram tratadas em suspensdo com concentragio de conidios ajustada do Fov em 108
conidios mL™. Os tratamentos adotados estdo descritos na Tabela 4.

Para obtencdo das suspensdes, adicionaram-se 10 mL de ADE em cada placa de Petri
contendo a colénia pura dos fungos com sete dias de incubacdo. Com o auxilio de uma escova
de cerdas macias, os esporos foram liberados e filtrados em dupla gaze esterilizada. Em seguida,
a concentragédo de esporos foi ajustada em camara de Neubauer para o Fov e para os isolados
de Trichoderma spp.

Tabela 4. Controle biolégico de Fusarium oxyporum f. sp. vasinfectum em sementes de algodoeiro
previamente inoculadas com Trichoderma spp.

Tratamentos Descricao
TP Testemunha positiva (ausente do Fov e do Trichoderma spp.)
TN Testemunha negativa (tratada apenas com o Fov)
F Fungicida Captana ® (240 g / 100 kg de sementes)
Isolado 02
6 Isolado 06
11 Isolado 11
12 Isolado 12
TH Trichoderma hazianum
TS Trichoderma sp. isolado de semente de algodao
729 Trichoderma sp. isolado de Mata Atlantica

Isolado 02: Trichoderma sp. oriundo do ponto I, municipio de Remigio, PB. Isolado 06: Trichoderma sp. oriundo
do ponto Ill, municipio Areia, PB; Isolado 11: Trichoderma sp. oriundo do ponto Il, municipio de Areia, PB;
Isolado 12: Trichoderma sp. oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha, PB. Fonte: HOLANDA, G. C. (2022).

A sanidade das sementes tratadas foi avaliada pelo método de incubacdo em substrato
de papel Blotter Test, que consiste em dispor as sementes igualmente espacadas em placa de
Petri (90 x 15 mm), contendo dupla camada de papel filtro esterilizado, umedecido com ADE.

Utilizam-se 200 sementes por tratamento, sendo divididas em 20 repeticdes de 10
sementes, mantidas a 25 + 2 °C por um periodo de sete dias. Para identificacdo dos fungos

associados as sementes, foi utilizado microscopio Optico e comparacdo com literatura
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especializada (SEIFERT et al., 2011). Os resultados foram expressos em percentagem de
incidéncia de fungos.

4.7 Teste de germinacdo e emergéncia em sementes tratadas com Trichoderma spp.
Para quantificar a influéncia de Trichoderma spp. sobre a qualidade fisiolégica em
sementes de algodoeiro, cultivar BRS Verde, as sementes foram tratadas de acordo com a

Tabela 4 e metodologia descrita em 4.6 para inoculagdo dos fungos.

4.7.1 Teste de germinacao

O teste de germinacdo foi realizado pelo método de incubacdo em papel Germitest ®.
O papel foi previamente esterilizado em autoclave a 121 °C por 30 minutos, em seguida,
umedecido com ADE na proporcdo de 2,5 vezes a sua massa seca (BRASIL, 2009)

Para avaliacdo da qualidade fisiolégica das sementes, foram utilizadas 200 sementes de
algodoeiro, previamente desinfestadas, divididas em quatro repeti¢cbes de 50 sementes para cada
tratamento, distribuidas sobre duas folhas de papel Germitest ®, e cobertas com uma terceira.
Em seguida, as folhas foram dobradas em formato de rolo e mantidas em sacos plasticos
transparente, para evitar a perda de agua por evaporacao, e sendo incubadas em camera de
germinacdo do tipo B.O.D (Biochemical Oxygen Demand), regulada a 25 °C e fotoperiodo de
12 horas.

As avaliacOes foram realizadas diariamente apés a instalacdo do teste, por um periodo
de 12 dias, tendo a primeira contagem no quarto dia (PCG). As contagens foram realizadas
considerando-se como sementes germinadas aquelas que tinham emitido a raiz primaria e a
parte aérea (plantulas normais) (GE). Os resultados foram expressos em porcentagem
(BRASIL, 2009).

O indice de velocidade de germinacédo (IVG) foi avaliado conjuntamente com o teste de
germinacdo, efetuando-se contagens didrias das plantulas normais de acordo com a formula
proposta por Maguire (1962).

Gy G G
VG= —+—2+..+ 2
N1+N2+ Ny

Em que:
G1, G2 e Gn: numero de plantulas normais germinadas a cada dia;

N1, N2 e Nn: nimero de dias decorridos da semeadura a primeira e Ultima contagem.
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As sementes mortas foram classificadas como aquelas que, ao final do teste de
germinacdo encontravam-se Umidas, com aspecto macio e, em alguns casos, atacadas por
microrganismos, além de emitirem secrecdes com aspecto purulento. Consideraram-se
sementes duras aquelas que ndo absorveram agua e apresentaram-se ao final do teste de

germinacdo um aspecto enrijecido (BRASIL, 2009).

4.7.2 Teste de emergéncia

Para esse teste foram utilizadas 4 repeticdes de 50 sementes previamente desinfestadas,
totalizando 200 sementes por tratamento, que foram distribuidas em bandeja de polietileno
(0,40 m x 0,40 m x 0,11 m) contendo substrato comercial Mecplant ®. O substrato foi
umedecido diariamente com quantidade de agua equivalente a 60% da sua capacidade de
retencao.

A avaliagdo do nimero de plantulas emergidas (EM) foi realizada diariamente em casa
de vegetacdo, pertencente ao LAFIT, por um periodo de 12 dias, sendo a primeira contagem
(PCE) avaliada no quarto dia. Os resultados foram expressos em porcentagem (BRASIL, 2009).

O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi determinado mediante contagem diaria
do numero de plantulas emersas durante doze dias e o indice determinado de acordo com a
férmula proposta por Maguire (1962).

E, E En
IVE = — + 24 o —
N; N Np

Em que:
E1, E2 e En: nUmero de plantulas normais emergidas a cada dia;

N1, N2 e Nn: nimero de dias decorridos desde a sementeira.

4.7.3 Comprimento e massa seca da parte aérea e raizes

As plantulas normais de cada tratamento e repeti¢ao foram divididas entre a parte aérea
e a raiz, sendo cada parte medida com auxilio de uma régua graduada em centimetros e 0s
resultados expressos centimetros (cm). As raizes e parte aérea foram acondicionadas
individualmente em sacos de papel tipo Kraft e secas em estufa a 65 °C ateé obtencdo de um
peso constante (72 h). Decorrido esse periodo, as amostras foram pesadas em balanca analitica
com precisdo de 0,001 g, e os resultados expressos em gramas (g) (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012).
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4.8 Controle bioldgico in vivo de F. oxysporum f. sp. vasinfectum

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo pertencente ao LAFIT. As sementes
foram inoculadas com Trichoderma sp. em suspensdo com concentracdo de esporos ajustada
em 107 conidios mL™, secas em temperatura ambiente e mantidas em cdmara Umida por 24
horas.

A inoculacdo do Fov foi realizada no substrato umedecido 24 horas antes da semeadura
das sementes. A concentracdo dos conidios foi ajustada para 1 x 10° conidios mL, de modo
que ao aplicar 10 mL a quantidade de conidios por vaso fosse de 1 x 107 conidios mL™. O vaso
foi preenchido com 400 g de substrato Mecplant ®, sendo a proporcédo de 2,5 x 10* conidios
por grama de solo (HAO et al., 2009)

Foram utilizados vasos de polietileno com capacidade de 1 L cuja manutengédo da
umidade foi realizada com uma rega diaria. Utilizaram-se trés sementes por vaso e ap6s 14 dias
foi realizado o desbaste deixando uma planta por vaso. Os tratamentos utilizados estdo descritos

na Tabela 5.

Tabela 5. Controle bioldgico de F. oxysporum f. sp. vasinfectum em plantulas de algodoeiro em casa de
vegetacéo.

Tratamentos Descricéo

TP Testemunha positiva (ausente do Fov e do Trichoderma spp.)

TN Testemunha negativa (tratada apenas com o Fov)
F Fungicida Captana ® (240 g / 100 kg de sementes)
2 Isolado 02
6 Isolado 06

11 Isolado 11

12 Isolado 12

TH Trichoderma hazianum

TS Trichoderma sp. isolado de semente de algodao

729 Trichoderma sp. isolado de Mata Atlantica

Isolado 02: Trichoderma sp. oriundo do ponto I, municipio de Remigio, PB. Isolado 06: Trichoderma sp. oriundo
do ponto Ill, municipio Areia, PB; Isolado 11: Trichoderma sp. oriundo do ponto Il, municipio de Areia, PB;
Isolado 12: Trichoderma sp. oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha, PB. Fonte: HOLANDA, G. C. (2022).

Passados 40 dias ap6s o plantio, as plantulas foram retiradas do substrato para realizagdo
da quantificacdo do comprimento da parte aerea e sistema radicular, diametro do caule,

incidéncia, escurecimento vascular e matéria seca.
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Para o comprimento da parte aérea e a raiz, a planta foi dividida na regido do colo, sendo
cada parte medida com auxilio de uma régua graduada em centimetros. Para o escurecimento
vascular, as plantulas foram cortadas no sentido vertical com um bisturi. Para quantificacdo da
matéria seca, as raizes e parte aérea foram acondicionadas em sacos de papel tipo Kraft e secas
em estufa a 65 °C até obtencdo de peso constante (72 h) e decorrido esse periodo, as amostras
foram pesadas em balanga analitica com precisdo de 0,001 g, e os resultados expressos em ¢
plantula™

A incidéncia da Murcha-de-Fusarium nas plantulas foi realizada contabilizando a
presenca de plantulas doentes com escurecimento vascular, expressos em porcentagem
utilizando a formula:

N
1(%) = (N—‘) x 100
T

Em que:
I: incidéncia de plantulas doentes
N;: total de pléntulas doentes

N total de plantulas

4.8.1 indices foliares de clorofila e fluorescéncia da clorofila (a)

A quantificacdo dos indices de clorofila a, b, total e a relacdo clorofila a/clorofila b foi
determinada pelo método ndo destrutivo com um clorofilémetro portatil (ClorfiLOG®, modelo
CFL 1030). Os resultados foram expressos em indice de Clorofila Falker, ICF

A fluorescéncia da clorofila (a) foi determinada pela avaliacdo da fluorescéncia inicial
(Fo), fluorescéncia maxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv = Fm-Fo) e o rendimento maximo
qguéantico do fotossistema Il (Fv/Fm), foi determinado com o auxilio de um fluorimetro
modulado portatil (Sciences Inc.- Model OS-30p, Hudson, USA), utilizando pincas foliares
para a adaptacdo das folhas ao escuro durante 30 minutos. Os resultados foram expressos em
elétrons.quantum™.

Ambas as analises foram realizadas no periodo de 08:00 as 10:00h, com 35 dias ap0s a
semeadura, utilizando folhas recém maduras, completamente expandidas, de adequada
sanidade, sob luminosidade e que se encontravam no tergo médio da planta (FERRAZ, et al.,
2014; ALMEIDA et al., 2020).
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4.8.2 Trocas gasosas

Aos 35 dias apds a semeadura, as plantas de algodoeiro foram avaliadas com base nas
trocas gasosas e sua eficiéncia fotossintética, no periodo de 10 h as 11 h da manh§, utilizando
quatro plantas por tratamento com folhas recém maduras, completamente expandidas, de
adequada sanidade, sob luminosidade e que se encontravam no terco médio da planta
(FERRAZ, et al., 2014).

Utilizou-se um analisador de gas infravermelho IRGA (LI-6400XT LI-COR®,
Nebrasca, USA) com camara foliar de 6 cm2 contendo sensor de luz natural acoplado,
apresentando umidade do ar entre 50-60%, fluxo de ar de 300 umol s-1 e CO2 atm de 400 pmol
mol-1. Foram mensuradas a assimilagdo liquida de CO2 (A) (umol CO2.m-2.s-1), transpiracao
foliar (E) (mmol H20.m-2.s-1), concentra¢do de carbono interna (Ci) (umolCO2.m-2.s-1) e
condutancia estomatica (gs) (mol H20.m-2.s-1).

Com os dados obtidos foi calculada a eficiéncia instantanea no uso da dgua (EUA), razdo
entre a assimilacdo liquida de CO2 e transpiracao foliar (A/E), a eficiéncia intrinseca do uso da
agua (EiUA), razdo entre a assimilacdo liquida de CO2 e conduténcia estomatica (A/gs) e a
eficiéncia instantanea de carboxilacdo (EiC) a partir da razéo entre a assimilacéo liquida de

CO2 e a concentracdo interna de carbono (A/Ci).

4.8.3 Teste de colonizacdo endofitica e Taxa de infeccdo

O teste de colonizacdo endofitica foi realizado coletando de porcdes da regido do colo
de cada planta, cortadas com bisturi em fragmentos de 0,3 £ 0,2 cm de largura e lavados em
agua corrente. Posteriormente, em cdmera de fluxo laminar, foi realizada a assepsia do material
vegetal em alcool etilico (70%) por 30 segundos, NaClO (1%) por 60 segundos, com 0 excesso
removido em ADE por 60 segundos e secagem em papel de filtro. Os fragmentos de raizes
foram depositados sobre 0 meio BDA disposto em placas de Petri e incubados por oito dias em
camara de crescimento, sob a temperatura 25 + 2 °C com fotoperiodo de 12 horas. A avaliacao
foi realizada constatando a presenca (+) ou auséncia (-) dos fungos com crescimento no meio
de cultura.

Para determinacdo da taxa de infeccdo (TI) de Fov nas plantas de algodoeiro, foi
considerado o nimero de discos com crescimento da col6nia do patdgeno e o resultado expresso

em porcentagem, atraves da equacao:

N° de discos com crescimento de Fov
TI = ( - ) x 100
N° de discos total do tratamento
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4.9 Design experimental e analise estatistica

Os ensaios foram conduzidos em triplicata utilizando delineamento inteiramente
casualizado, sendo a unidade experimental composta por quatro placas (in vitro) e uma planta
(in vivo), com quatro repeti¢cbes. Para analisar a influéncia das variaveis em funcdo dos
tratamentos e realizar agrupamento, foi realizada uma matriz de correlagdo e uma analise
descritiva de componentes principais (ACP)

As analises estatisticas foram realizadas com o software R (R Core Team, 2021) e 0s
resultados submetidos aos testes de normalidade dos residuos por Shapiro-Wilk e
homogeneidade das variancias por Bartlett's. Os dados que apresentaram distribui¢cdo normal e
homocedasticidade foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F (p < 0.05)

com as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0.05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo de isolados de Trichoderma spp.

Obteve nos pontos de coleta de solo quatro isolados de Trichoderma spp. com rapido
crescimento micelial e esporulacdo satisfatério, os quais foram os isolados 02, 06, 11 e 12
(Figura 5).

Figura 5. Isolados 02 (A), 06 (B), 11 (C) e 12 (D) de Trichoderma spp. obtidos dos pontos de coleta.
Al Bl ~Gsaes.  Cl Dl

2: Isolado oriundo do ponto |, municipio de Remigio, PB. 6: Isolado oriundo do ponto Ill, municipio Areia, PB;
11: Isolado oriundo do ponto I, municipio de Areia, PB; 12: Isolado oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha,
PB; TH: Trichoderma harzianum; TS: Trichoderma sp. oriundo de semente; 729: Isolado oriundo de Mata
Atlantica. A1-D1: Placa de Petri com crescimento micelial com 8 dias. A2-D2: Vista do microscopio optico na
objetiva de 40x da estrutura reprodutiva com 3 dias de cultivo. Fonte: HOLANDA, G. C. (2022).

Bononi et al (2020) em 12 pontos de coleta na regido da Amazdnia conseguiu obter 251
isolados de Trichoderma spp. Essa variancia pode ser atribuida a fatores ambientais como
localizacdo geografica, estacdo do ano, temperatura, espécie de planta presente na area (YU et
al., 2021) por determinar a quantidade e composi¢do quimica dos exsudatos (JIANG et al.,
2016), umidade (JAKLITSCH; VOGLMAYR, 2015), teor de matéria organica disponivel
(SCHUSTER; SCHMOLL, 2010), entre outros. Além disso, ambientes em estado natural
apresentam maior diversidade de microbiota, diferente de ambientes que sofreram modificacoes
antrdpicas que tendem a ter uma menor biodiversidade de Trichoderma spp. (ZHOU et al.,

2020), realidade encontrada nos pontos de coleta desta pesquisa.



45

5.2 Verificacdo de patogenicidade

Quanto ao teste de patogenicidade, todas as plantas apresentaram sintomas
caracteristicos de Fov, como necrose dos cotilédones (Figura 6A) e escurecimento vascular
(Figura 6B), sintomas descritos por Cox Junior et al. (2019). Os fragmentos de todas as plantas
acondicionados em meio BDA apresentaram crescimento do patégeno (Figura 6C),

comprovando a presenca deste na planta.

Figura 6. Sintomas de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov) em plantulas de algodoeiro aos 21
dias apds a semeadura.

A: Plantulas com necrose cotiledonar; B: Corte longitudinal do caule mostrando escurecimento vascular; C: Placa
de Petri contendo fragmentos de tecido infectado de plantulas de algodoeiro com coldnia de Fov. Fonte:
HOLANDA, G. C. (2022).

5.3 Teste de dupla cultura

Para o teste de dupla cultura de inoculagéo simultanea, os tratamentos com os isolados
2,6,11, 12 e TH apresentaram a maior inibi¢&o do crescimento micelial do Fov. Os tratamentos
com os isolados de Trichoderma sp. oriundo de semente (TS) e de Mata Atlantica (729)
apresentaram menor inibicdo do crescimento micelial, 46,05% e 42,91%, respectivamente,
(Figura 7A). Em relacéo a inoculacao do Trichoderma spp. 72 horas ap6s 0 patdgeno, apenas o
tratamento 6 apresentou a menor inibicdo (28,52%). Os demais tratamentos foram similares
entre si, com média de inibicao de 34,75% (Figura 7A).

Apenas a testemunha apresentou a classe 5 (Trichoderma spp. ndo cresce e o patdgeno
ocupa toda a superficie). Na inoculagdo simultanea, devido ao menor tempo de crescimento do
patogeno, os tratamentos variaram de 1 (Trichoderma spp. ocupa 100% da placa) a 2 (ocupa
75% da placa) (Figura 1 do Apéndice A). Para a inoculagdo com 72 horas, como o Fov
apresentou maior desenvolvimento, a escala variou de 2 a 3 (ocupa 50% da placa) para a maioria
dos tratamentos, exceto para o 729 que apresentou a classe 1, demonstrando sua eficiéncia

quanto ao crescimento micelial e potencial inibitorio (Figura 7B, Figura 2 do Apéndice A)
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Figura 7. Teste in vitro de dupla cultura confrontando isolados de Trichoderma spp. com o Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum em inoculacdo simultanea e Trichoderma spp. 72 horas ap6s o Fov.
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A: Inibicdo do crescimento micelial; B: Classificacdo de Bell et al (1982). 2: Trichoderma sp. oriundo do ponto I,
municipio de Remigio, PB. 6: Trichoderma sp. oriundo do ponto 111, municipio Areia, PB; 11: Trichoderma sp.
oriundo do ponto Il, municipio de Areia, PB; 12: Trichoderma sp. oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha,
PB; TH: Trichoderma harzianum; TS: Trichoderma sp. oriundo de semente; 729: Isolado oriundo de Mata
Atléntica. Médias seguidas por a mesma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p< 0,05).
Fonte: HOLANDA, G. C.; CRUZ, J. M. F. L. (2022).

Todas as placas de dupla cultura exibiram sinais de antagonismo em diferentes
intensidades. Apesar do método da dupla cultura excluir fatores ambientais que podem afetar a
aplicacdo da pratica de controle, a técnica age como um método de triagem preliminar,
permitindo observar o comportamento tanto do patégeno como do antagonista in vitro
(BUNBURY-BLANCHETTE; WALKER, 2019)

5.4 Metabolitos volateis, ndo volateis e ndo volateis termoestaveis

Para os metabdlitos volateis, os tratamentos 12, TS e 729 foram os que resultaram em
menor indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do Fov, com médias de 29,16,
28,32 e 28,64 mm dial, respectivamente (Figura 8A). Ja na inibicdo de crescimento micelial,
os tratamentos TS (27,27%) e 729 (28,09) apresentaram maior eficiéncia em controlar o
patoégeno (Figura 8B, Figura 3 do Apéndice A). Em relagdo a inibigdo de esporulacdo, os
tratamentos 6, 11, TH e 729 foram os mais eficientes, com taxa de inibi¢do variando de 84,43%
a 88,39% (Figura 8C).

Em metabolitos ndo volateis, os tratamentos 11 e 12 foram os que mais reduziram o
IVCM, com velocidade de 30,08 e 29,93 mm dia™, respectivamente (Figura 8A). Para a inibigdo
do crescimento micelial, os tratamentos de maior eficiéncia foram o 11 (8,44%), 12 (10,61%)
e TH (9,21) (Figura 8B).



47

Figura 8. Teste in vitro de metabdlitos volateis, ndo volateis e ndo volateis termoestaveis utilizando
diferentes isolados de Trichoderma spp. no controle de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum ap6s 7
dias de cultivo.
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A: Indice de Velocidade de Crescimento Micelial; B: Inibi¢do do crescimento micelial; C: inibicdo de esporos. 2:
Trichoderma sp. oriundo do ponto I, municipio de Remigio, PB. 6: Trichoderma sp. oriundo do ponto lil,
municipio Areia, PB; 11: Trichoderma sp. oriundo do ponto I, municipio de Areia, PB; 12: Trichoderma sp.
oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha, PB; TH: Trichoderma harzianum; TS: Trichoderma sp. oriundo de
semente; 729: Isolado oriundo de Mata Atlantica. Médias seguidas por a mesma letra mintscula, ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott (p< 0,05). Fonte: HOLANDA, G. C.; CRUZ, J. M. F. L. (2022).

Com relacdo aos metabdlitos ndo volateis termoestaveis, o tratamento com o isolado 2
foi destaque para as trés caracteristicas analisadas: IVCM (14,79 mm dia?), inibicdo do
crescimento micelial (54,57%) e da esporulacédo (92,64%) (Figura 8 A, B, C), controlando de
forma eficiente o Fov (Figura 4 do Apéndice A)

Espécies do género Trichoderma secretam uma infinidade de metabdlitos secundarios,
gue podem ser volateis ou ndo, e enzimas hidroliticas, que juntos garantem 0 sucesso na
funcionalidade antifungicas contra fitopatdgenos, devido a agdo de antibiose (KHAN et al.,
2020a). Dentre os diferentes grupos dos metabdlitos, &€ possivel citar terpenos, pironas,
gliotoxinas, gliovirina, peptaibols, proteases, entre outros, que causam degradacdo das

membranas e proteinas da parede celular do patdgeno, afetando diretamente no metabolismo,
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integridade e funcionalidade dos patdgenos, refletindo em disfuncdo no crescimento micelial e
esporulacdo (KHAN et al., 2020b)

Com relacdo aos metabdlitos volateis, mais de 479 compostos diferentes do género
Trichoderma spp. ja foram relatados (SIDDIQUEE, 2014), e aos ndo volateis, cerca de 390
compostos (LI etal., 2019). Assim, a eficiéncia de espécies de Trichoderma spp. é tdo facilitada
nos testes de metabdlitos (MOUTASSEM et al., 2020)

5.5 Micoparasitismo

Todos os isolados de Trichoderma spp. utilizados apresentaram atividade micoparasita
ao Fov, sendo demonstrado atraves do enrolamento, penetracéo e vacuolizacéo das hifas (Figura
9). O enrolamento é uma das respostas mais comuns do Trichoderma na presenca de um
patogeno invasor (RAJANI et al., 2021) e o micoparasitismo acontece quando o antagbnico
recebe sinais do patdgeno, se adere a hifa do patdgeno e causa a morte, em funcdo da acéo
sinérgica de metabolitos secundarios liberados durante a interacdo (DRUZHININA et al.,
2011). Possivelmente as alteracdes percebidas como a vacuolizacdo, seja devido a acdo de
enzimas hidroliticas de degradacdo da parede celular, como quitinases, proteases e glucanases
(MUKHERJEE et al., 2022).

Figura 9. Atividade micoparasita in vitro de Trichoderma spp. sobre Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum.

4 C ‘
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A e C: Enrolamento de hifas; B: Penetracdo hifal; D: Vacuolizacdo de hifa. Barras: 20 um. Fonte: HOLANDA,
G. C. (2022).

5.6 Inibicdo germinacédo de conidios

Para a inibigdo de germinac&o de conidios, os tratamentos variaram de inibicdo de 65%
(Isolado 2) a 100% (Isolado 729) (Figura 10), demonstrando que a concentracdo de
Trichoderma spp. utilizada foi capaz de inibir totalmente ou parcialmente a germinagdo dos

esporos de Fov. Além do Trichoderma spp. controlar o Fov, o0s tratamentos garantem maior
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protecdo as sementes durante a germinagao, uma vez que inibe que o patégeno se prolifere mais
rapidamente.

Figura 10. Inibicdo in vitro da germinagdo de conidios de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum
utilizando diferentes isolados de Trichoderma spp em funcéo do tempo.
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Testemunha: auséncia do antagénico; Fungicida Captana (3 uL); 2: Trichoderma sp. oriundo do ponto I, municipio
de Remigio, PB. 6: Trichoderma sp. oriundo do ponto IlI, municipio Areia, PB; 11: Trichoderma sp. oriundo do
ponto Il, municipio de Areia, PB; 12: Trichoderma sp. oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha, PB; TH:
Trichoderma harzianum; TS: Trichoderma sp. oriundo de semente; 729: Isolado oriundo de Mata Atlantica. Fonte:
HOLANDA, G. C.; CRUZ, J. M. F. L. (2022).

Um dos possiveis mecanismos de acdo para essa inibicdo seja através da liberacdo de
quitinases e glutanases (ZEPEDA-GIRAUD et al., 2020) ou até mesmo 0 micoparasitismo entre
esporos do Trichoderma spp. e do Fov (DRUZHININA et al.,, 2011). You et al. (2022)
analisando os compostos organicos volateis de T. koningiopsis T-51 também demonstrou

reducdo na germinacédo e alongamento do tubo germinativo de F. oxysporum.

5.7 Teste de sanidade em sementes de algodoeiro

Foram detectados fungos dos géneros Chaetomium (1%), Cladosporium (2,5%),
Aspergillus (7,5%) e Penicillium (10,5%) no tratamento testemunha (TP). O tratamento TN,
inoculado apenas com o patogeno, apresentou incidéncia de Fov de 99%. Os tratamentos 02,
06, 11 e TS apresentaram incidéncia de Fov de 1,5%, 0,5%, 1% e 0,5%, respectivamente. Ja 0s
tratamentos F, 12, TH e 729 foram isentos de qualquer patdégeno, demonstrando apenas o
crescimento de Trichoderma spp. (Figura 11)

Além de controlar o Fov que também fora inoculado nas sementes, os tratamentos com
Trichoderma spp. foram eficientes para eliminar patdgenos que cresceram em sementes tratadas
apenas com agua destilada (TP).
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Figura 11. Incidéncia de fungos em sementes de algodoeiro BRS Verde inoculadas com Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum e Trichoderma spp
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TP: Testemunha positiva (auséncia do Fov e Trichoderma spp.); TN: Testemunha negativa (presenca apenas do
Fov); F: Fungicida Captana (240 g / 100 kg de sementes); 2: Trichoderma sp. oriundo do ponto I, municipio de
Remigio, PB. 6: Trichoderma sp. oriundo do ponto Ill, municipio Areia, PB; 11: Trichoderma sp. oriundo do
ponto Il, municipio de Areia, PB; 12: Trichoderma sp. oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha, PB; TH:
Trichoderma harzianum; TS: Trichoderma sp. oriundo de semente; 729: Isolado oriundo de Mata Atlantica. Fonte:
HOLANDA, G. C; CRUZ, J. M. F. L. (2022).

Fungos do género Aspergillus e Penicillium sdo considerados patégenos de
armazenamento, onde além de causar a deterioracdo das sementes, também sdo produtores de
micotoxinas que sdo nocivas a plantas e animais. Espécies do género Cladosporium também
causam danos as sementes (FARIAS et al., 2022). Quanto as espécies do género Chaetomium,
ha relatos que apresentam capacidade de serem agentes de biocontroles de doencas de plantas,
podendo ter um efeito aditivo no controle biolégico pela presenca de Trichoderma spp.
(ZHANG et al., 2021c).

A auséncia ou reducdo, em torno de 98,5%, no crescimento do Fov nos demais
tratamentos demonstram a eficiéncia dos isolados de Trichoderma spp., tanto quanto o
tratamento fungicida (F), no controle quando inoculados nas sementes de algod&o, podendo
comparar com o TN na auséncia do antagonista que houve incidéncia de 99%, vindo a
corroborar com Zhang et al. (2017), que sementes colonizadas por Trichoderma apresentam
grande capacidade de reduzir ataques de fungos fitopatogénicos

Trabalhos como o de Farias et al. (2019) ao tratarem sementes de algodao com Trichodel

® a 1%, conseguiram controlar o crescimento do Fov em aproximadamente 50% para trés
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cultivares de algoddo. Cruz et al (2020) ao tratar sementes de algoddo com Trichoderma sp. na

concentragdo de 107 conidios.ml também conseguiram reduzir a incidéncia de Fusarium spp.

5.8 Teste de germinacdo e emergéncia de sementes de algodoeiro tratadas com Trichoderma
spp.

Para a porcentagem de germinacgéo, os tratamentos TP (93%), TN (87%) e F (94%)
apresentaram maior germinacdo das sementes, diferindo estatisticamente dos demais, que
variaram de 67,5% no 06 a 80,5% no 02 (Figura 12A). Para a primeira contagem, os tratamentos
se portaram de forma similar a germinacéo (Figura 12B). Quanto ao indice de velocidade de
germinacdo, o F apresentou maior valor (45,25) e os tratamentos de 2 a 729 néo variaram entre
si estatisticamente (Figura 12C). Em porcentagem de sementes mortas, o grafico complementa
com a porcentagem de germinagdo, ou seja, 0s que apresentaram menor germinagdo, foram os
gue obtiveram o maior nimero de sementes mortas, sendo eles os tratamentos de 2 a 729 (Figura
12D).

Quanto ao teste de emergéncia, a maior porcentagem de emergéncia e primeira
contagem foram nos tratamentos de TN, TP, F e TH, que foram estatisticamente semelhantes
entre si e diferente dos demais tratamentos (Figura 12A, 12B). Na analise de indice de
velocidade de emergéncia, apenas os tratamentos 06 (9,57) e 11 (10,16) diferiram
estatisticamente dos demais (Figura 12C). Quanto as sementes mortas, seguem o0 mesmo padréo
do teste de germinacdo, onde os tratamentos de menor emergéncia portaram a maior
porcentagem de sementes mortas (Figura 12D).

Levando em consideracdo apenas os tratamentos em que as sementes foram tratadas
com Trichoderma spp., do 2 ao 729, fica evidente o diferente comportamento entre a
porcentagem de germinacdo, média dos tratamentos de 75,28% e emergéncia com média de
88%. Do mesmo modo para sementes mortas de 24,72% e 12% da germinacao e emergéncia,
respectivamente.

Essa diferenca pode ter acontecido devido a alta concentracéo de Trichoderma spp. (10’
conidios.mL) nas sementes, e por ser um fungo saprofito de rapido crescimento, passou a
degradar a semente ao invés de protegé-la. Somado a esse fator, o teste de germinacao foi
conduzido em papel Germiteste ®, substrato inerte que ndo fornece nutrientes ao fungo
antagonico. Ja para a emergéncia o dano foi menor devido a presenca do substrato comercial
(ABBAD, 2020).
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Figura 12. Teste de germinacdo e emergéncia em sementes de algodoeiro BRS Verde tratadas com
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e Trichoderma spp
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A: Porcentagem de sementes germinadas e emergidas; B: Primeira contagem de germinacdo e emergéncia; C:
indice de velocidade de germinacdo e emergéncia; D: Porcentagem de sementes mortas nos dois testes. TP:
Testemunha positiva (auséncia do Fov e Trichoderma spp.); TN: Testemunha negativa (presenca apenas do Fov);
F: Fungicida Captana (240 g/ 100 kg de sementes); 2: Trichoderma sp. oriundo do ponto |, municipio de Remigio,
PB. 6: Trichoderma sp. oriundo do ponto Ill, municipio Areia, PB; 11: Trichoderma sp. oriundo do ponto I,
municipio de Areia, PB; 12: Trichoderma sp. oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha, PB; TH: Trichoderma

harzianum; TS: Trichoderma sp. oriundo de semente; 729: Isolado oriundo de Mata Atlantica. Fonte: HOLANDA,
G.C; CRUZ,J. M. F. L. (2022).

Além disso, metabdlitos hormonais liberados pelo Trichoderma, como etileno, acido
indol acético e citocininas, podem afetar a divisdo e alongamento celular, prejudicando a
germinacdo e o desenvolvimento de plantas (DALZOTTO et al., 2020). Junges et al. (2016)
estudando o comportamento de Trichoderma spp. em mudas florestais, também encontrou
reducdo na emergéncia de sementes angico-branco (Parapiptadenia rigida) em 35%. Moura et
al. (2022) ao tratar sementes de aroeira-do-sertdo (Astronium urundeuva) com diferentes

isolados de Trichoderma, foi observado cerca de 45% de sementes mortas para germinagéo e
emergéncia.
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Apesar de alguns tratamentos reduzirem o potencial germinativo e de emergéncia da
semente, a presenca do antagonista garante uma espermosfera protegida de patdgenos que
seriam veiculados a sementes ou até mesmo protegem a semente de patdgenos do solo
(BEZERRA et al., 2022).

As caracteristicas de matéria seca da parte aérea e da raiz ndo divergiram entre 0s
tratamentos para germinagdo e emergéncia. Quanto ao comprimento da parte aérea e da raiz,
apenas o teste de emergéncia apresentou significancia estatistica (Figura 13). Para essa
caracteristica, os tratamentos TP, F, TH e TS foram similares estatisticamente para os dois
parametros avaliados, distinguindo-se dos demais. Os testes responsaveis por analisar o
desenvolvimento de plantulas, como comprimento da parte aérea e da raiz, sdo importantes por
possibilitar relacdo com o vigor das sementes (LAZAROTTO et al., 2013).

Figura 13. Comprimento da parte aérea e da raiz de plantas de algodoeiro tratadas com Trichoderma
spp. e submetidas ao teste de emergéncia.
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TP: Testemunha positiva (auséncia do Fov e Trichoderma spp.); TN: Testemunha negativa (presenga apenas do
Fov); F: Fungicida Captana (240 g / 100 kg de sementes); 2: Trichoderma sp. oriundo do ponto I, municipio de
Remigio, PB. 6: Trichoderma sp. oriundo do ponto IIl, municipio Areia, PB; 11: Trichoderma sp. oriundo do
ponto I, municipio de Areia, PB; 12: Trichoderma sp. oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha, PB; TH:
Trichoderma harzianum; TS: Trichoderma sp. oriundo de semente; 729: Isolado oriundo de Mata Atlantica.
Médias seguidas por a mesma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p< 0,05). Fonte:
HOLANDA, G. C.; CRUZ, J. M. F. L. (2022).

5.9 Controle biologico de F. oxysporum f. sp. vasinfectum em sementes tratadas de algodoeiro
Aos 40 dias apos a semeadura, as plantas que se encontravam em casa de vegetacao ndo
apresentaram sintomas visuais, como clorose, amarelecimento, murcha e escurecimento

vascular. Carvalho et al. (2011) recomendam que o plantio da variedade BRS Verde deva ser
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realizado em éreas isentas de doencas de solo e foliar, por apresentar suscetibilidade. O
tratamento em sementes com Trichoderma spp. pode ter garantido a protecéo inicial das plantas.
Somado a eficiéncia do controle biologico, a variedade BRS Verde pode apresentar certa
tolerancia ao Fov, como demonstrado por Dantas (2012) que avaliando 14 genotipos de
algodoeiro recomendados para a regido do semiérido, a variedade BRS Verde apresentou a
maior tolerancia ao Fov. Entretanto, o problema de ter plantas tolerantes em campo € que essas
ndo afetam o estabelecimento, colonizacdo e reproducdo do patdgeno, gerando,
consequentemente, aumento do indculo no campo (CAMARGO, 2018).

Apesar de ndo demonstrarem sintomas, o Unico tratamento que apresentou 100% de taxa
de infeccéo de Fov foi o tratamento TN, seguido do tratamento 2 com 91,67%, 6 e 11 com 50%,
TH, TS e 12 com 25%, 729 com 16,67% e os tratamentos TP e F foram isentos (Figura 14).
Entretanto, o Unico tratamento onde cresceu unicamente o Trichoderma spp. foi o TP (Figura 5
do Apéndice A), possibilidade do patdgeno ja se encontrar de forma endofitica na semente
(KHATUN et al., 2018). Outra alternativa seria a presenga do Trichoderma no substrato
utilizado que, apesar de ser comercial, tem origem de matéria organica e apresenta propriedades
de condicionador da microbiota do solo.

Figura 14. Taxa de infeccdo de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum em plantas de algodoeiro BRS
Verde oriundas de sementes tratadas com diferentes isolados de Trichoderma spp.
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TP: Testemunha positiva (auséncia do Fov e Trichoderma spp.); TN: Testemunha negativa (presencga apenas do
Fov); F: Fungicida Captana (240 g / 100 kg de sementes); 2: Trichoderma sp. oriundo do ponto I, municipio de
Remigio, PB. 6: Trichoderma sp. oriundo do ponto IIl, municipio Areia, PB; 11: Trichoderma sp. oriundo do
ponto I, municipio de Areia, PB; 12: Trichoderma sp. oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha, PB; TH:
Trichoderma harzianum; TS: Trichoderma sp. oriundo de semente; 729: Isolado oriundo de Mata Atlantica. Fonte:
HOLANDA, G. C; CRUZ, J. M. F. L. (2022).
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Para o comprimento da parte aérea, os tratamentos F, 2, 11, TH e 729 foram
estatisticamente similares entre si e apresentaram as maiores médias, variando de 41,87 cm para
o tratamento 11 a 44,41 cm no 729. Os demais tratamentos variaram de 37,62 cm parao TP a
40,66 cm em 6 (Figura 15A). A caracteristica de comprimento da raiz ndo apresentou diferenca
entre os tratamentos. Quanto ao didmetro do caule, os tratamentos 12, TH e TS foram superiores
aos demais, com média de 8 mm de didametro, superando o F (Figura 15B). Em relacdo a matéria
seca da parte aérea, os tratamentos TP e TN foram inferiores e divergiram estatisticamente dos
demais (Figura 15C). J& para a matéria seca da raiz, os tratamentos 2 e TS apresentaram as
maiores médias quando comparado aos demais, inclusive ao tratamento com fungicida (F)
(Figura 15D).

Figura 15. Avaliacdo das plantas de algodoeiro BRS Verde em casa de vegetacdo apos 40 dias de
plantio.
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A: Comprimento da parte aérea (cm); B: Diametro do caule (mm); C: Matéria seca da parte aérea e da raiz (g). TP:
Testemunha positiva (auséncia do Fov e Trichoderma spp.); TN: Testemunha negativa (presenca apenas do Fov);
F: Fungicida Captana (240 g / 100 kg de sementes); 2: Trichoderma sp. oriundo do ponto |, municipio de Remigio,
PB. 6: Trichoderma sp. oriundo do ponto Ill, municipio Areia, PB; 11: Trichoderma sp. oriundo do ponto I,
municipio de Areia, PB; 12: Trichoderma sp. oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha, PB; TH: Trichoderma
harzianum; TS: Trichoderma sp. oriundo de semente; 729: Isolado oriundo de Mata Atlantica. Médias seguidas
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por a mesma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p< 0,05). Fonte: HOLANDA, G. C;
CRUZ, J. M. F. L. (2022).

Essas caracteristicas de altura de planta, didmetro e matéria seca, sdo importantes por
resultar em plantas mais vigorosas e de melhor porte em campo, 0 que é consequéncia de uma
melhor performance fisioldgica e que apresentam maior conversdo de fotoassimilados em
carbono e que, consequentemente, serdo plantas mais produtivas (LIMA et al., 2021)

Os isolados do género Trichoderma spp. além de serem eficientes agentes de
biocontrole, apresentam uma série de beneficios as plantas, como promocao de crescimento,
melhor arquitetura radicular e incremento de matéria seca, 0 que ocorre em funcdo da interacao
com a planta que pode reduzir niveis de etileno, promover a sintese de acido indole-3-acético,
solubilizacédo de fosfatos, melhor absorcdo de nutrientes e produgéo de pironas, como a 6-PP,
garantindo maior aporte as plantas (ZIN et al., 2020; ABDULLAH et al., 2021).

Os resultados observados corroboram com Santos et al. (2021) que observaram, em
porta enxerto de cajueiro-ando (Anacardium occidentale L.), com incremento de altura,
diametro e matéria seca das plantas utilizando duas espécies de Trichoderma: asperellum e
longibrachiatum. Pereira et al (2019) utilizando isolados de Trichoderma harzianum e T.

asperellum também obtiveram incrementos em plantas de alface (Lactuca sativa)

5.9.1 Florescéncia da clorofila (a)

Para a fluorescéncia inicial, os tratamentos TP (31,25 elétrons.quantum™) e TN (34,00
elétrons.quantum™) diferiram dos demais, que variaram de 20,75 a 22,75 eletrons.quantum™
(Figura 19A). Quanto fluorescéncia maxima, os tratamentos seguiram a mesma tendéncia, TP
e TN com 167,25 e 183,0 elétrons.quantum™, respectivamente. Ja os tratamentos de F a 729
variaram de 111,25 a 133,25 elétrons.quantum™ (Figura 19B). Com relagdo ao rendimento
maximo quantico do fotossistema Il, os tratamentos de F, TH, TS e 729 apresentaram as maiores
médias, de 0,83 no F a 0,82 nos demais (Figura 16C)

A quantificacdo da fluorescéncia da clorofila (a) tem sido utilizado como parametro
eficiente para avaliacio de plantas que se encontram sob estresse (O et al., 2021). O aumento
da fluorescéncia inicial pode indicar danos nos centros de reacdo do fotossistema Il e a
fluorescéncia maxima alta pode ser uma tentativa de compensar o processo fotossintético
(OLIVEIRA et al., 2018). Por esse motivo, tanto a inicial como a maxima e a razao entre a
fluorescéncia variavel e maxima demonstram baixo rendimento fotossintético (WESTHUIZEN

et al., 2020) no tratamento TN, por exemplo
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Esse menor aproveitamento do processo fotossintético pode ter sido ocasionado pelo
Fov, uma vez que o fungo pode causar reducdo nas clorofilas e, consequentemente,
comprometer o processo fotossintético (BAGHBANI et al., 2019). Os tratamentos que
apresentaram maior rendimento quantico no fotossistema Il, pode ser em funcao dos isolados
de Trichoderma spp. terem sido mais eficientes, uma vez que espécies do género garantem
transferéncia e maior absorcéo de N pelas plantas (POVEDA et al., 2021b) além de melhorar o
processo fotossintético (HARMAN et al., 2019).

Figura 16. Determinacdo da fluorescéncia da clorofila (a) medida através do rendimento do fotossistema
Il em plantas de algodoeiro BRS Verde tratadas com diferentes isolados de Trichoderma spp
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A: Fluorescéncia inicial; B: Fluorescéncia maxima; C: rendimento maximo quantico (fluorescéncia variavel /
maxima). TP: Testemunha positiva (auséncia do Fov e Trichoderma spp.); TN: Testemunha negativa (presenca
apenas do Fov); F: Fungicida Captana (240 g / 100 kg de sementes); 2: Trichoderma sp. oriundo do ponto I,
municipio de Remigio, PB. 6: Trichoderma sp. oriundo do ponto 111, municipio Areia, PB; 11: Trichoderma sp.
oriundo do ponto I, municipio de Areia, PB; 12: Trichoderma sp. oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha,
PB; TH: Trichoderma harzianum; TS: Trichoderma sp. oriundo de semente; 729: Isolado oriundo de Mata
Atlantica. Médias seguidas por a mesma letra mindscula, nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p< 0,05).
Fonte: HOLANDA, G. C; CRUZ, J. M. F. L. (2022).
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5.9.2 Andlise dos Componentes Principais

Com base nos componentes principais (CPA), foi possivel identificar quais variaveis
analisadas apresentaram maior importancia na caracterizacdo das plantas submetidas a
diferentes tratamentos. Para as varidveis analisadas, as que apresentaram maior poder
discriminatorio no CP1 foram as caracteristicas EUA (0,4212) e EiUA (0,4202). J& para o CP2,
foram E (0,4689) e CloA/B (0,4491) (Tabela 6). Os componentes principais CP1 (43,63%) e
CP2 (29,76%) quando somados explicam 73,39% da variancia total (Figura 20).

Tabela 6. Contribuicdo das variaveis analisadas em cada eixo dos componentes principais

Variaveis Autovetores

CP1 CP2
Clorofila A (CloA) 0.2895 0.2096
Clorofila B (CloB) 0.1699 -0.4740
Razéo da Clorofila A e B (CloA/B) -0.0820 0.4491
Clorofila Total (ClotT) 0.3253 -0.2634
Assimilacdo liquida de CO2 (A) 0.3562 0.2742
Condutancia estomatica (gs) -0.0225 0.3909
Transpiracao foliar (E) -0.0334 0.4689
Concentracéo interna de CO- (Ci) -0.4225 -0.0551
Eficiéncia instantanea do uso da agua (EUA) 0.4212 0.0843
Eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA) 0.4202 0.0422
Eficiéncia instantanea de carboxilacdo (EiC) 0.3373 -0.0218

Autovalores 4.799 3.274

Variancia acumulada (%) 43.63 29.76

Fonte: HOLANDA, G. C; CRUZ, J. M. F. L. (2022).

A analise dos componentes principais € uma ferramenta multivariada que visa reduzir
um grande namero de varidveis observadas para um menor nimero de fatores e identificar a
correlacdo entre as caracteristicas extraidas e os tratamentos (LOUZADA et al., 2016). De
acordo com os dados obtidos, foi possivel agrupar os tratamentos que apresentavam
similaridade nos parametros avaliados em 4 grupos distintos (Figura 17)

O tratamento TN, apresentou o menor valor obtido no eixo do CP1, sendo inversamente
proporcional a maioria das caracteristicas, como assimilacdo liquida de CO2 (A), eficiéncia
instantanea do uso da dgua (EUA) e eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA), entretanto
teve correlacdo positiva com a concentracdo interna de CO> (Ci) e condutancia estomaética (gs).
Em fungdo do fechamento dos estdmatos e a alta concentracdo interna de CO», possibilita o
influxo do CO> nas células do mesofilos, podendo causar fotoinativacdo nos centros de reagédo

fotossintético, resultando em menor fotossintese (SHUAI et al., 2020).
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Os tratamentos com Trichoderma spp., especialmente o 6, TH, TS, 729 (grupo 4),
apresentaram correlacdo positiva para a maioria das caracteristicas nos dois eixos, com exce¢ao
de Ci. A proximidade de caracteristicas como A, EUA e EiUA podem demonstrar maior
desenvoltura das plantas, devido indicar eficiéncia no processo fotossintético e melhor
aproveitamento do uso da &gua, que consequentemente, proporciona maior ganho de carbono
(NEMERA et al., 2021). Os fungos do género Trichoderma s&o intimamente ligados ao
metabolismo fotossintético da planta, como regulacdo positiva de genes, agindo no Ciclo de
Calvin com regulacdo da Rubisco e rubisco ativase, além de interferir em funcdes
fotossintéticas do NADPH, o que pode ocasionar tais melhorias (HARMAN et al., 2019)

Figura 17. Analise de componentes principais das plantas de algodoeiro submetidas aos tratamentos
com diferentes isolados de Trichoderma spp.
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Ci: concentracdo interna de CO»; CIoA/B: razdo da clorofila A e B; E: transpiracdo foliar; gs: condutancia
estomatica; A: assimilacdo liquida de CO-; CloA: clorofila A; EUA: eficiéncia instantanea do uso da dgua; EiUA:
eficiéncia intrinseca do uso da agua; EiC: eficiéncia instantdnea de carboxila¢do, CloT: clorofila total; CloB:
clorofila B. TP: Testemunha positiva (auséncia do Fov e Trichoderma spp.); TN: Testemunha negativa (presenga
apenas do Fov); F: Fungicida Captana (240 g / 100 kg de sementes); 2: Trichoderma sp. oriundo do ponto I,
municipio de Remigio, PB. 6: Trichoderma sp. oriundo do ponto Il1, municipio Areia, PB; 11: Trichoderma sp.
oriundo do ponto Il, municipio de Areia, PB; 12: Trichoderma sp. oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha,
PB; TH: Trichoderma harzianum; TS: Trichoderma sp. oriundo de semente; 729: Isolado oriundo de Mata
Atléntica. Fonte: HOLANDA, G. C; CRUZ, J. M. F. L. (2022).
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6 CONCLUSOES

Os isolados de Trichoderma spp. utilizados foram eficientes no controle do Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum;

Foi possivel isolar Trichoderma spp. oriundos de solos de areas produtoras de
algodoeiro;

Os tratamentos com Trichoderma spp. apresentam potencial antagonico ao Fov in vitro;

Os tratamentos com Trichoderma spp. ocasionaram 0 aumento de sementes mortas,
porém reduziram o nimero de fungos fitopatogénicos associados as sementes;

Em casa de vegetacgéo, os tratamentos TH (Trichoderma harzianum), TS (Trichoderma
sp. isolado de semente de algoddo) e 729 (Trichoderma sp. isolado de Mata Atlantica)
apresentaram resultados satisfatorios quanto ao incremento de massa e funcionamento
fotossintético, além de proteger a planta da infeccdo ao Fov em funcdo da baixa taxa de

infeccao.
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APENDICE A - PRANCHAS DE TESTES IN VITRO

Figura 1. Teste de dupla cultura com diferentes isolados de Trichoderma spp. inoculados
simultaneamente com o Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum.

A-H: Testemunha e isolados utilizados no teste apds 7 dias de inoculagdo. A: Testemunha ausente de antagonista;
B: Isolado 02 de Trichoderma sp. oriundo do ponto I, municipio de Remigio, PB; C: Isolado 06 de Trichoderma
sp. oriundo do ponto Ill, municipio Areia, PB; D: Isolado 11 de Trichoderma sp. oriundo do ponto Il, municipio
de Areia, PB; E: Isolado 12 de Trichoderma sp. oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha, PB; F: Isolado
Trichoderma sp. oriundo de semente (TS); G: Isolado de Trichoderma harzianum (TH); H: Isolado oriundo de
Mata Atlantica (729). Fonte: HOLANDA, G. C. (2022).

Figura 2. Teste de dupla cultura com diferentes isolados de Trichoderma spp. inoculados 72 horas ap6s
o0 Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum.

A-H: Testemunha e isolados utilizados no teste ap6s 7 dias de inoculacdo. A: Testemunha ausente de antagonista;
B: Isolado 02 de Trichoderma sp. oriundo do ponto I, municipio de Remigio, PB; C: Isolado 06 de Trichoderma
sp. oriundo do ponto I, municipio Areia, PB; D: Isolado 11 de Trichoderma sp. oriundo do ponto I, municipio
de Areia, PB; E: Isolado 12 de Trichoderma sp. oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha, PB; F: Isolado
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Trichoderma sp. oriundo de semente (TS); G: Isolado de Trichoderma harzianum (TH); H: Isolado oriundo de
Mata Atlantica (729). Fonte: HOLANDA, G. C. (2022).

Figura 3. Metabdlitos volateis produzidos em cultivo in vitro por isolados de Trichoderma spp. apés 7
dias de incubacéo.

A-H: Testemunha e isolados utilizados no teste apds 7 dias de inoculagdo. A: Testemunha ausente de antagonista;
B: Isolado 02 de Trichoderma sp. oriundo do ponto |, municipio de Remigio, PB; C: Isolado 06 de Trichoderma
sp. oriundo do ponto Ill, municipio Areia, PB; D: Isolado 11 de Trichoderma sp. oriundo do ponto Il, municipio
de Areia, PB; E: Isolado 12 de Trichoderma sp. oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha, PB; F: Isolado
Trichoderma sp. oriundo de semente (TS); G: Isolado de Trichoderma harzianum (TH); H: Isolado oriundo de
Mata Atlantica (729). Fonte: HOLANDA, G. C. (2022).
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Figura 4. Metabolitos ndo volateis termoestaveis produzidos em cultivo in vitro por isolados de
Trichoderma spp. ap6s 7 dias de incubagéo.

A-H: Testemunha e isolados utilizados no teste apds 7 dias de inoculagdo. A: Testemunha ausente de antagonista;
B: Isolado 02 de Trichoderma sp. oriundo do ponto |, municipio de Remigio, PB; C: Isolado 06 de Trichoderma
sp. oriundo do ponto Ill, municipio Areia, PB; D: Isolado 11 de Trichoderma sp. oriundo do ponto Il, municipio
de Areia, PB; E: Isolado 12 de Trichoderma sp. oriundo do ponto VI, municipio de Alagoinha, PB; F: Isolado
Trichoderma sp. oriundo de semente (TS); G: Isolado de Trichoderma harzianum (TH); H: Isolado oriundo de
Mata Atlantica (729). Fonte: HOLANDA, G. C. (2022)

Figura 5. Crescimento de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (coloracéo rosa) e Trichoderma spp.
(cor esverdeada) em discos do colo de plantas de algodoeiro BRS Verde acondicionados em meio de
cultura BDA ap6s 5 dias de crescimento a 25 + 2 °C.

A: Tratamento TN, apenas com o Fov; B: Tratamento TP, testemunha ausente de fungos inoculados, C: Tratamento
729, Trichoderma sp. obtido de Mata Atlantica; D: disco com crescimento dos dois fungos, visto em lupa com
aumento de 10x. Fonte: HOLANDA, G. C. (2022)



