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FARIAS, O. R. Fusarium spp. associado a sementes de girassol. 114f. Universidade
Federal da Paraiba (Doutorado em Agronomia). Areia, PB. 2020.

RESUMO GERAL

A murcha, ocasionada por Fusarium spp., constitui uma ameaca a producdo do girassol. A
correta identificacdo e adocdo de medidas de controle sdo fundamentais para evitar os danos
ocasionados por esse patdgeno. O manejo dessa doenca pode ser realizado através de medidas
preventivas, como a microbiolizacdo das sementes com Trichoderma spp. Objetivou-se com
esta pesquisa realizar a caracterizacdo molecular e morfoldgica, a transmissdo e o controle
bioldgico de Fusarium spp. associado a sementes de girassol. Um total de 50 isolados
de Fusarium spp. foi obtido a partir de amostras de sementes de oito cultivares de girassol. A
caracterizacdo molecular dos isolados de Fusarium spp. foi realizada utilizando-se sequéncias
do gene fator de elongagao (tefl) e o gene B-tubulina 2 (tub2). Na caracterizacdo morfolégica
avaliou-se a pigmentacdo da coldnia; presenca ou auséncia de esporodoquios; tamanho,
formato e septagcdo de microconideos e macroconideos; tipos de fialides (monofiélide e/ou
polifialide); presenca ou auséncia de clamiddsporos; microconideos em falsas cabecas e/ou
cadeia; crescimento micelial; indice de velocidade de crescimento micelial e producdo de
conidios. Também foi determinada a prevaléncia das espécies de Fusarium spp. por cultivar e
a patogenicidade dos isolados. Na transmissdo contabilizou-se a porcentagem de plantulas
emersas, sementes ndo germinadas com e sem Fusarium spp., plantulas sintomaticas e
assintomaticas, taxa de transmissdo e incidéncia de doenca. Para controle, foram selecionados
sete isolados de Trichoderma sp. (TCHO1, TCH02, TCH03, TCH04, TCHO05, TCHO06 e
TCHO07) no antagonismo a F. proliferatum (F32). Os isolados foram confrontados in
vitro com o patdgeno em testes de cultura pareada, antibiose e micoparasitismo. A sanidade
das sementes inoculadas com o patégeno e tratadas com o antagonista foi avaliada pelo
método “blotter test”. Também avaliou-se a germinacdo e emergéncia apds a microbiolizacdo
das sementes. Em casa de vegetacdo, determinou-se a incidéncia, severidade, comprimento da
parte aérea, numero de folhas, massa fresca e seca da parte aérea e raizes e a atividade das
enzimas peroxidase (POD), polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina amonia liase (FAL). Nos
experimentos adotou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC). O sequenciamento
do DNA permitiu identificar F. fabacearum, F. pseudocircinatum, F. verticillioides e F.
proliferatum associados a sementes de girassol. Observou-se uma ampla variabilidade
morfoldgica entre os isolados, principalmente com relacdo a pigmentacdo da col6nia,
crescimento micelial, indice de velocidade de crescimento micelial e produgdo de conidios. F.
proliferatum foi a espécie mais prevalente nas diferentes cultivares de girassol. No teste de
patogenicidade, verificou-se que todas as espécies foram patogénicas ao girassol. Todos 0s
isolados das quatro espécies foram transmitidos via sementes e causaram sintomas como
apodrecimento de sementes na fase de germinagdo, além de podriddo do colo e raizes,
tombamento, escurecimento vascular, subdesenvolvimento e podriddo das folhas
cotiledonares poOs-emergéncia. Observou-se producdo de metabdlitos volateis e
micoparasitismo direto dos isolados de Trichoderma sp. sobre F. proliferatum, sendo o
primeiro eficiente na reducdo da incidéncia e severidade da murcha, na promoc¢do do
crescimento e no aumento da atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e
fenilalanina aménia liase em plantas de girassol via microbiolizacdo das sementes.

PALAVRAS-CHAVE: Helianthus annuus L.. Patologia de sementes. Biologia molecular.
Morfologia. Controle bioldgico.
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FARIAS, O. R. Fusarium spp. associated with sunflower seeds (Helianthus annuus L.).
114p. Universidade Federal da Paraiba (Thesis Master in Agronomy), Areia, PB. 2020.

GENERAL ABSTRACT

Fusarium wilt caused by Fusarium sp., is a threat to sunflower production. Correct
identification and use of control methods are essential to avoid damages caused by this
pathogen. The management of this disease can be carried out through preventive measures,
such as the microbiolization of seeds with Trichoderma spp .The aim of the present work was
to characterize Fusarium spp. associated with sunflower seeds by morphological and
molecular methods, and the pathogenicity and biological control of Fusarium spp. Fifty
isolates of Fusarium spp. were obtained from seed samples of eight sunflower cultivars.
Molecular characterization of Fusarium spp. was done by sequencing of the elongation factor
(tefl) gene and the B-tubulin 2 (tub2) gene. Morphological characterization of the colony
pigmentation was based on the presence or absence of sporodochia; size, shape and
segregation of microconidia and macroconidia; types of phialides (single-phial and / or poly-
phyllid); presence or absence of chlamydospores; microconidia and their arrangement in
chains or false heads; mycelial growth; mycelial growth rate index and conidia production.
The prevalence of Fusarium spp. species was also determined. by cultivar and the
pathogenicity of the isolates. In transmission, the percentage of emerged seedlings, non-
germinated seeds with and without Fusarium spp., symptomatic and asymptomatic seedlings,
transmission rate and disease incidence were counted. For control, seven isolates of
Trichoderma sp. (TCHO01, TCHO02, TCHO03, TCHO04, TCHO5, TCH06 and TCHO7) was used
in antagonism to F. proliferatum (F32). The isolates were compared with the pathogen in vitro
tests of paired culture, antibiosis and mycoparasitism. The blotter test was condcuted to
evaluated seed health of inoculated seeds, with a pathogen and treated with antagonism.
Germination and emergence after seed microbiolization was also evaluated. In the
greenhouse, the incidence, severity, length of the aerial part, number of leaves, fresh and dry
mass of the aerial part and roots and the activity of the enzymes peroxidase (POD),
polyphenoloxidase (PPO) and phenylalanine ammonia lyase (FAL). The experimental design
was completely randomized.. DNA sequencing allowed the identification of F. fabacearum,
F. pseudocircinatum, F. verticillioides and F. proliferatum associated with sunflower seeds.
Colony morphology, mycelial growth, mycelial growth rate index and conidia production
showed wide variability between the isolates. Among the sunflowers cultivars tested,
F.proliferatum was the most prevalent species. Pathogenicity test, showed that all species of
Fusarium spp. founded were pathogenic to sunflower. All isolates of the four species were
transmitted via seeds. All the isolates caused symptoms such as rotting of seeds in the
germination phase, in addition to rot of the neck and roots, tipping, vascular darkening,
underdevelopment and rot of cotyledonous leaves after emergence. Volatile metabolites and
direct mycoparasitism were observed in isolates of Trichoderma sp. on F. proliferatum.
Trichoderma sp. efficiently reduce incidence and severity of wilt by promoting growth and in
increasing the activity of the enzymes peroxidase, polyphenoloxidase and phenylalanine
ammonia lyase in sunflower plants via seed microbiolization.

KEYWORDS: Helianthus annuus L.. Seed pathology. Molecular biology. Morphology.
Biological control.
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CAPITULO |

Fusarium spp. ASSOCIADO A SEMENTES DE GIRASSOL

1. INTRODUGCAO GERAL

O girassol € a quarta maior cultura produtora de 6leo comestivel no mundo, ficando
atras da soja (Glycine max L. Merrill), colza (Brassica napus L.) e amendoim (Arachis
hypogaea L.) e seu 6leo vegetal € o segundo mais consumido no Brasil (NUNES et al., 2013).
No Brasil, os estados do Mato Grosso, Goiés, Distrito Federal, Minas Gerais e Rio Grande do
Sul sdo os principais produtores, responsaveis por uma producédo de 39,4; 31,4; 2,6 e 1,5 mil
toneladas, respectivamente, totalizando 74,9 mil toneladas (CONAB, 2020).

A gualidade sanitaria de sementes desperta grande interesse dos produtores, devido 0s
danos ocasionados pelos patdgenos associados as mesmas, ja que aproximadamente 90% das
culturas de importancia agricola sdo propagadas por sementes (HENNING et al., 2005;
CATAO et al., 2016). Assim, as sementes constituem, para maioria dos fitopatogenos, um
meio eficiente de sobrevivéncia e disseminacao e, consequentemente, introducdo de doencas
em novas areas (SILVA FLAVIO et al., 2014; CHALAM et al., 2020).

Varios danos podem ser provocados por patdgenos associados as sementes, tais como
apodrecimento ou tombamento de plantulas (damping-off), emergéncia desuniforme,
podriddo de raizes e colo, clorose, deformacdo, subdesenvolvimento e murcha, que podem
comprometer toda a producdo. Com isso, 0 uso de sementes com qualidade sanitaria torna-se
imprescindivel no momento da implantacdo da cultura (MUKHTAH, 2009; ADDRAH et al.,
2020).

A ocorréncia de determinados patdgenos nas sementes, mesmo em taxas relativamente
baixas, pode resultar em perdas quantitativas e qualitativas na producdo, como é o caso de
Fusarium spp. (SHARFUN-NAHAR; MUSHTAQ, 2006; GOMES et al., 2006; SHARFUN-
NAHAR; MUSHTAQ, 2007; CATAO et al., 2016; IRSHAD et al., 2017; ADDRAH et al.,
2020). Este patdgeno causa murcha, e caracteriza-se, em geral, pelo apodrecimento de
sementes e do sistema radicular, escurecimento de raizes, amarelecimento e murcha de folhas
e morte das plantas infectadas (KEERIO et al., 2017).

Devido a alta variabilidade morfologica em Fusarium spp., técnicas moleculares se
tornaram uma importante ferramenta para identificacdo de espécies de forma mais precisa e

complementada com o0s testes de patogenicidade e caracterizacdo morfoldgica
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(KOYYAPPURATH et al., 2016). Sendo esta realizada atraves da amplificacdo e andlise de
sequéncias de DNA de genes selecionados, fornecendo informagdes sobre a variabilidade e
relacBes evolutivas desse patdgeno (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Dentre os métodos de tratamento de sementes para controle de fungos pode-se citar o
uso frequente de fungicidas, no entanto, esses produtos podem trazer impactos negativos ao
meio ambiente, salde dos agricultores e contaminagdo da cadeia alimentar (BORDAT et al.,
2017), possuir alto custos e ter a perda de eficiéncia (KAWUBE et al., 2005), e surgimento de
resisténcia dos organismos-alvo (PATEL; JASRAI, 2015) devido ao uso frequente e
inadequado, além disso, a falta de especificidade ao patdégeno, pode eliminar microrganismos
benéficos a planta. Diante de todos esses entraves, o incentivo a diversas pesquisas com a
utilizacdo de produtos alternativos tem crescido nos Gltimos anos, como o uso de controle
bioldgico, destacando-se fungos do género Trichoderma spp. no tratamento de sementes
(LAZAROTTO et al., 2013).

Além do controle de patdgenos, a influéncia de formulados a base de microrganismos
sobre o desenvolvimento das plantas é ampla, incluindo os efeitos benéficos na germinacao de
sementes, emergéncia de plantulas, crescimento e produtividade das culturas agricolas
(CHAGAS et al.,, 2017), devido a secrecdo de fitormdnios, permitindo uma melhor
assimilacdo de agua e nutrientes e consequentemente favorecendo um maior desenvolvimento
das plantas inoculadas (CARVALHO et al., 2011).



19

2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Identificar e caracterizar molecular e morfologicamente as espécies Fusarium associadas a
sementes de girassol, bem como determinar as taxas de transmissao dessas espécies e verificar

a acdo biocontroladora Trichoderma spp. no manejo da murcha de fusario no girassol.

2.2. Objetivos especificos

Realizar a caracterizacdo molecular, morfolégica e patogénica de isolados de
Fusarium spp. associados as sementes de girassol;

Determinar o nivel de transmissdo de Fusarium spp. via semente-plantula de girassol;

Analisar a influéncia do Fusarium spp. na emergéncia de plantulas de girassol;

Determinar a atividade in vitro de Trichoderma sp. sobre Fusarium proliferatum;

Verificar a influéncia dos isolados de Trichoderma sp. na germinacdo das sementes,
emergéncia das pléantulas e na promocdo do crescimento e colonizagdo do sistema radicular
das plantas de girassol através da microbiolizacdo sementes;

Avaliar a incidéncia e severidade da murcha vascular e inducdo de resisténcia em
plantas de girassol tratadas com isolados de Trichoderma sp. através da inoculacdo via

sementes;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Importancia da cultura do girassol

O girassol (Helianthus annuus L.) € uma cultura originaria da América do Norte,
pertencente a familia Asteraceae e é uma das 67 espécies no género Helianthus. Pesquisas
sugerem que girassol foi domesticado antes do milho (Zea mays L.) pelos indios americanos
entre 4.500 e 3.000 anos atras, sendo utilizada com prop6sito de alimentacdo, medicinal e
ornamental (DIAMOND, 1999).

No Brasil, o cultivo do girassol iniciou no século XIX, na regido Sul (PELEGRINI,
1985). Em 1902, em S&o Paulo, iniciou-se o primeiro cultivo comercial dessa cultura, apés a
Secretaria da Agricultura distribuir sementes para os agricultores do estado (UNGARO,
1982).

A falta de adaptacdo das cultivares e a competicdo por outras culturas mais atrativas,
como soja (Glycine max L. Merrill), milho (Zea mays L.), amendoim (Arachis hypogaea L.) e
algodao (Gossypium hirsutum L.), aliados aos prejuizos ocasionados pela ferrugem, falta de
informacdes sobre correcdo de solo, de tecnologia adaptada as condi¢des brasileiras, baixo
teor de Oleo dos materiais genéticos utilizados nos plantios brasileiros e falta de mercado,
resultou no insucesso do plantio do girassol em S&o Paulo, que teve area de 5.324 ha em
1966/67 reduzida para menos da metade (1.500 ha) em 1972/73 (LASCA, 1993).

No entanto, o cendrio mudou e essa cultura passou a ter grande importancia para o
Brasil e 0 mundo. Atualmente, o girassol é uma das principais culturas oleaginosas cultivadas
(ZHANG et al., 2018), e cada vez mais esta assumindo uma posicdo privilegiada na economia
de oleaginosas, tanto a nivel nacional quanto global e seu 6leo vegetal é o segundo mais
consumido no Brasil (NUNES et al., 2013). E uma planta de mdltiplos usos e amplo
aproveitamento, podendo ser utilizada na producdo de biodiesel, 6leo comestivel, silagem,
farelo, mel, alimento para péassaros, cosméticos, medicamentos e, também, como planta
ornamental (CATAO et al., 2016; LUSTRI et al., 2017).

Em escala global, é a quarta em producéao de gréos e oleo (RAUF et al., 2017), tendo a
Ucrania e Rassia como 0s maiores produtores, com uma producgéo de 16,5 e 15,3 milhdes de
toneladas na safra 2019/2020, o que corresponde mais de 50% do total do mundo. Além de
ser o principal produtor mundial, a Ucrania também é o maior exportador de 6leo de girassol
(STATISTA, 2020).


https://www.statista.com/statistics/620317/sunflowerseed-oil-export-volume-worldwide-by-country/
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No Brasil, segundo levantamento da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB) na safra 2019/2020 o cultivo do girassol ocupou 47,1 mil ha de &reas plantadas,
obteve uma produtividade de 1.590 kg/ha e uma producdo de 74,9 mil toneladas. Os
principais estados produtores foram Mato Grosso, Goias, Rio Grande do Sul, Distrito Federal,
e Minas Gerais, responsaveis por uma producdo de 38,0; 32,9; 2,3; 1,5 e 0,2 mil toneladas,
respectivamente. Na Regido Centro-Oeste, essa cultura é utilizada amplamente tanto para
extracao do 6leo, como na alimentacdo animal e humana (CONAB, 2020).

As sementes de girassol contém em torno de 40% de 6leo comestivel e 23% de
proteinas e sdo fonte de fibras, vitamina E, vitaminas do complexo B, cobre e zinco
(ADDRAH et al., 2020). O ¢leo ¢ considerado de boa qualidade devido a alta concentracéo de
acidos graxos poliinsaturados (55 a 60% de acido linoleico, 25 a 30% de &cido oleico), que
sdo conhecidos por reduzir o risco de doenca coronariana, reduzindo o colesterol no plasma
sanguineo (YAMGAR et al., 2018).

Essa cultura apresenta caracteristicas agrondémicas importantes, como crescimento
rapido, elevada qualidade e bom rendimento de éleo, tolerancia a temperaturas baixas e ao
calor e resisténcia a déficit hidrico (DANTAS et al., 2015; CATAO et al., 2016). Apresenta
ampla adaptabilidade a diferentes condigdes edafocliméaticas e seu rendimento é pouco
influenciado pela latitude, pela altitude e pelo fotoperiodo (GOMES et al., 2006)

3.2. Qualidade sanitaria de sementes de girassol

A qualidade das sementes € expressa pelos atributos genéticos, fisicos, fisioldgicos e
sanitarios (PESKE et al., 2012). A qualidade sanitéria é avaliada pela presenca ou auséncia de
infestacdo por insetos e/ou infeccdo de patogenos (GAUR et al., 2020).

Para atender a demanda de alimentos e as necessidades nutricionais bésicas da
crescente populacdo do mundo € necessario aumentar a producdo agricola. E, como a
principal forma de propagacdo da maioria das culturas é via sementes, a qualidade das
mesmas é um fator preponderante para o sucesso dos plantios (CATAO et al., 2016).

De acordo com Gomes et al. (2008) a ocorréncia de doengas causadas por virus,
bactérias e fungos é considerada como um dos principais entraves para expansdo dessa
cultura, pois a mesma € hospedeira de mais de 35 organismos fitopatogénicos, sendo a
maioria fungos e transmitidos através de sementes. Catdo et al. (2016) afirmam que o
conhecimento dos padrdes de qualidade das sementes antes da semeadura € o procedimento

mais correto e seguro para evitar aumento no custo de producao da cultura.
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Uma série de patogenos fangicos transmitidos por sementes afetam negativamente o
cultivo e a producdo de sementes de girassol. As sementes sdo afetadas principalmente
durante os estagios iniciais de germinacdo, resultando em baixa emergéncia de plantulas
(MUKHTAR, 2009). Além disso, podem causar tombamento, podriddo radicular, mancha
foliar ou podriddo do caule em plantas adultas, causando grandes perdas econdmicas
(ADDRAH et al., 2020).

As sementes constituem em um dos principais insumos agricolas e as mesmas devem
apresentar boa qualidade e ser livres de patdgenos, sendo este um dos pré-requisitos mais
importante para uma boa producdo agricola, fundamental para obtencdo de estandes de
plantas uniformes, vigorosas e livres de doencas (GOMES et al. 2008).

O ino6culo presente nas sementes é facilmente disseminado e introduzido em areas
isentas, podendo determinar o ciclo inicial da doenca e infestar, de forma definitiva, o campo
de cultivo (SILVA FLAVIO et al., 2014; CHALAM et al., 2020). Com isso, a utilizacdo de
sementes com qualidade sanitaria constitui-se como um dos principais meio de reduzir a
disseminacéo e introducdo de patégenos nos campos de cultivo.

O patdgeno nas sementes pode ser transportado e ndo afetar a germinacao ou ndo ser
transmitido pelas sementes, pois o estabelecimento da infeccdo em mudas/plantulas e em
plantas adultas € o elo decisivo no processo de transmissdo de um patdgeno, sendo este um
processo complexo, resultante da interacdo do patégeno, de saprofitas presentes no solo e
lixiviados produzidos pelas sementes (GAUR et al., 2020).

Gomes et al. (2006) ao avaliarem a qualidade fisioldgica e sanitaria de sementes de
girassol produzidas na regido de Timon, Estado do Maranhdo, constataram a presenca dos
géneros Alternaria sp., Aspergillus sp., Botrytis sp., Chaetomium sp., Cladosporium sp.,
Curvularia sp., Dreschelera sp., Fusarium sp., Penicillium sp., Phoma sp., Rhizoctonia sp.,
Rhizopus sp., Sclerotinia sclerotiorum e Trichoderma sp., e observaram, que no geral, a
maioria desses fungos nas sementes ndo influenciaram a germinagao e vigor, e ndo resultaram
em pléntulas infectadas.

Sementes sao eficientes meios de sobrevivéncia para 0s patdgenos, uma vez que Sao
propagulos que apresentam maior viabilidade no tempo quando comparados com outras partes
vegetais de propagacdo (MACHADO, 2012). Ap6s 12 meses de armazenamento, Catéo et al.
(2016) observaram que Fusarium semitectum, Aspergillus spp. e Penicillium spp. presentes
em sementes de girassol permaneceram viaveis e 0s mesmos comprometeram a qualidade das

sementes e o0 desenvolvimento das plantas apds o armazenamento.
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Segundo Gaur et al. (2020) os patdgenos nas sementes sdo conhecidos como: 1)
Patdgenos de origem externa: que estdo aderidos na superficie da semente na forma de
conidios, micélio ou qualquer outro tipo de esporo em repouso; 2) Patdgenos de origem
interna: estdo presentes em qualquer lugar dentro da semente, seja abaixo do tegumento,
endosperma ou junto ao embrido; 3) Contaminantes concomitantes: neste caso o patogeno,
separado ou ndo da semente, encontra-se na forma de propagulos (micélio, esclerodios e
esporos), dentro de fragmentos vegetais, sementes de plantas daninhas e particulas de solo.

Zhang et al. (2018) ao marcarem com GFP (proteina verde fluorescente) o isolado de
Verticillium dahliae, agente causal da murcha de verticilio do girassol, observaram que o
revestimento das sementes (tegumento) era um dos principais tecidos nos quais o indculo
infestava e se acumulava. Os resultados dessa pesquisa demonstraram que esse patogeno fica
aderido ao tegumento das sementes, por onde é transportado a longas distancias e
posteriormente transmitido.

A alta taxa de contaminacdo do revestimento das sementes de girassol também foi
confirmada por Addrah et al. (2020) ao avaliarem 68 variedades e observaram que apenas 11
(16%) estavam livres de contaminacdo, enquanto 58 variedades (84%) estavam infectadas.
Nessa pesquisa foram identificadas cinco espécies de Alternaria spp. (A. tenuissima, A.
alternata, A. helianthiinficiens, A. longipese A. tamaricis), trés de Fusariumspp. (F.
oxysporum, F. incarnatume F. proliferatum), além de V. dahliae e Cladosporium
cladosporioides, snedo todos transmitidos pelas sementes.

Os fungos associados as sementes ainda podem ser classificados como de campo e de
armazenamento. Durante o processo de maturacdo, as sementes com elevado teor de &gua
(acima de 20%), sob umidade relativa do ar superior a 95%, fornecem condicdes favoraveis
ao ataque de “fungos de campo”, representados principalmente por fungos dos géneros
Fusarium spp., Colletotrichum spp., Macrophomina sp. e Sclerotinia sp., entre outros. Por sua
vez, os “fungos de armazenamento”, abordam principalmente os géneros Aspergillus spp. e
Penicillium spp., que geralmente invadem as sementes apos a colheita causando deterioracéo
e podriddo. Estes requerem uma menor quantidade de dgua (em torno de 14%) e uma umidade
relativa do ar superior a 80% (MARCOS FILHO, 2005).

Gomes et al. (2008) relataram que os principais agentes fungicos de campo detectados
em sementes de girassol foram Fusarium spp., Alternaria spp., Curvularia sp. e Dreschelera
sp. enquanto Aspergillus spp., Penicillium spp. e Rhizopus sp. foram os fungos de
armazenamento. Talamini et al. (2011) ao avaliarem a qualidade sanitaria das sementes de

girassol introduzidas em Sergipe, identificaram Bipolaris sp., A. alternata, A. helianthi e
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Fusarium sp., considerados fungos de campo e Aspergillus sp. e Penicillium sp., pertencentes
a classe de fungos de armazenamento.

Irshad et al. (2017) identificaram A. alternata, A. flavus, A. niger, Cladosporium sp.,
Stemphylium helianthi, Penicillium sp., F. oxysporum, F. moniliforme, F. solani, Mucor sp. e
R. solani associados a sementes de 7 cultivares de girassol, sendo estes responsaveis por 10-
30% de reducdo da germinacdo das sementes e 10-17% de mortalidade das plantulas.

O sucesso da agricultura moderna depende de sementes isentas de patdgenos,
altamente produtivas e aliadas a novas tecnologias no tratamento dessas sementes, resultando

em controle de patégenos com potenciais epidémicos.

3.3. Fusarium spp. associado a sementes de girassol

Espécies de Fusarium spp. sdo comumente relatadas como endodfitas, epifitas,
sapréfitas e patdgenos de varias culturas economicamente importantes, estando distribuidos
em todo o mundo, desde as regides temperadas as tropicais (LESLIE; SUMMERELL, 2006).
A ampla distribuicdo desse microrganismo pode ser atribuida a sua capacidade de crescer em
uma ampla variedade de substratos e seus mecanismos eficientes de disseminagédo
(BURGESS, 1981).

Os sintomas tipicos de Fusarium spp. em plantas de girassol incluem podriddo de
sementes e em plantas pode ser observados murcha, clorose, subdesenvolvimento, queda de
folhas, tombamento e escurecimento vascular. Os sintomas iniciais s&o murcha, clorose das
folhas jovens e queda das folhas mais velhas e em seguida morte das plantas infectadas. Ao
seccionar o caule observa-se o escurecimento dos tecidos vasculares, com lesdes marrons
(KEERIO et al., 2017).

Fusarium spp. é caracterizado por apresentar macroconidios hialinos, bicelulares,
fusiformes a falciformes, principalmente, com células apicais alongadas e células basais
pediceladas. Os microconidios séo unicelulares, hialinos, piriformes, fusiformes a ovais, retos
ou curvos. Os clamidosporos podem estar presentes ou ausentes (LESLIE; SUMMERELL,
2006).

O desenvolvimento da doenca causada por Fusarium spp. ¢ favorecido quando o
plantio é realizado em locais com temperaturas entre 25C e 30T, em solos leves, arenosos,
alcalinos e imidos (SINGH et al., 2007), condi¢es ideias para o desenvolvimento da cultura.
Os esporos de Fusarium spp. sdo estimulados a germinar através de exsudatos liberados pelas

raizes. Uma vez que o contato é feito com hospedeiro, ocorre a formacgdo de micélio, que
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penetra o tecido vegetal através de ferimentos ou pontos de formacdo das raizes laterais,
formando assim relagfes interparasitarias (LESLIE; SUMMERELL, 2006). A penetracdo €
controlada por uma combinacdo de diferentes fatores que incluem compostos fungicos,
estruturas da superficie da planta, ativadores ou inibidores da germinacdo de esporos do fungo
e formacdo de tubo germinativo (MENDGEN et al., 1996). O micélio atravessa o cortex da
raiz intercelularmente e atinge os vasos do xilema, onde cresce e se multiplica, produzindo
macroconidios e microconidios, que sdo transportados sistemicamente na planta, podendo
atingir as sementes (SHARMA et al., 2016). A colonizacdo do sistema vascular impede o
transporte de agua e nutrientes das raizes para a parte &rea da planta, resultando em sintomas
reflexos, como murcha, amarelecimento, queda das folhas até a morte da planta (JENDOUBI
etal., 2017).

O murchamento também pode ocorrer devido a producdo de toxinas, devido as
respostas de defesa do hospedeiro, incluindo producéo de géis, gomas e tilos e esmagamento
de vasos por proliferacdo de células do parénquima adjacentes (BECKMAN, 1987).

Na auséncia das condicdes ideais para o desenvolvimento da doenca, o fungo
sobrevive através de estruturas de resisténcia conhecida como clamiddsporos, ou ainda, em
estruturas internas das sementes, como no embrido. No entanto, é necessario que estudos mais
aprofundados sejam realizados, para maior conhecimento sobre a sobrevivéncia deste
patdégeno nas sementes, como o periodo para a infeccdo e o desenvolvimento de métodos
eficazes de inoculacdo (RAMOS et al., 2014). Os conidios tém vida curta, no entanto, 0s
clamiddsporos podem permanecer viaveis por muitos anos (CHAND et al., 2009).

O fungo pode ser transmitido por semente e sobreviver em restos de plantas no solo. A
ocorréncia de Fusarium spp. é altamente prejudicial ao girassol (TALAMINI et al., 2011) o
mesmo é facilmente disseminado e transmitido por sementes (ADDRAH et al., 2020)
podendo ser encontrado no embrido e nos cotilédones (ZHANG et al., 2018). Gomes et al.
(2006) observaram que baixos percentuais de vigor em sementes dos genotipos Catissol 01 e
Hélio 251 e os baixos indices de plantulas normais dos genotipos Hélio 250 e Nutrissol
estavam relacionados com os altos percentuais de sementes de girassol portadoras de
Fusarium sp..

Apesar dos poucos estudos da associagdo de Fusarium spp. em sementes de girassol,
diferentes espécies ja foram relatadas sendo transmitidas, via sementes, e causando danos.
Trabalhos pioneiros identificaram F. anthophilum, F. moniliforme, F. proliferatum, e F.
subglutinanos, F. chlamydosporum e F. sporotrichioides (SHARFUN-NAHAR; MUSHTAQ,

2006) e F. equiseti, F. longipes, F. scirpi. F. oxysporum, F. pallidoroseum e F. solani
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(SHARFUN-NAHAR; MUSHTAQ, 2007) causando danos em diferentes proporc¢des ao

serem inoculados nas sementes.

3.4. Identificacdo de Fusarium spp.

O género Fusarium foi descrito pela primeira vez por Link, um micologista
alemdo em meados de 1809. Em 1935 esse género foi dividido em mais de 1000 individuos
em 16 seccOes, divididas em 65 espécies, 55 variedades e 22 formae speciales, sendo 0s
mesmos separados através de suas caracteristicas morfolégicas, como tamanho e forma de
conidios, auséncia ou presenca de clamidosporos e crescimento de col6nia em diferentes
meios de cultura (NELSON, 1991). Atualmente, Fusarium pertence a familia Nectriaceae,
ordem Hypocreales, classe Sordariomycetes, filo Ascomycota e apresenta em torno de 863
espécies e subespécies (INDEX FUGORUM, 2020).

Espécies de Fusarium formam um grupo de fungos cosmopolitas e sdo considerados
patdgenos extremamente importantes, sendo responsaveis por causarem podridao radicular e
murcha em inimeras culturas, possuirem potencial de producdo de micotoxinas, substancia
toxica em humanos e animais e por apresentarem uma grande varia¢do quanto ao nimero de
espécies, distribuicdo, hospedeiro e viruléncia entre as regides temperadas e tropicais
(LESLIE; SUMMERELL 2006; KARLSSON et al., 2016).

O género € um fungo tipico do solo, onde é encontrado geralmente em abundancia e
amplamente distribuido pelo mundo. Vérios fatores determinam a distribuicdo e diversidade
desse género, como as condi¢cfes climaticas (SUMMERELL et al., 2010), caracteristicas do
solo, tipo de cultura implantada, préaticas culturais e atividades humanas (ALABOUVETTE et
al., 2009).

A identificacdo correta de espécies de Fusarium € importante para conducdo de
estratégias de controle desse patégeno. O conhecimento da variabilidade das populacdes é de
fundamental importancia no conhecimento evolutivo e epidemioldgico de determinado
patdégeno, sendo util para fornecer informacfes sobre o potencial de adaptacdo dos
organismos a diferentes gendtipos do hospedeiro e preferéncias climaticas, ciclo de vida,
producdo de micotoxinas e respostas a fungicidas e outras condi¢bes adversas, tendo
implicacdes diretas no manejo da doenca (XU; NICHOLSON, 2009).

A identificacdo de Fusarium spp. envolve trés conceitos de espécie: conceito de
espécie morfologica (Morphological Species Concept — MSC), baseados em caracteres

morfologicos em comum a um grupo (e diferente nos demais grupos); o conceito da espécie
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biologica (Biological Species Concept — BSC), baseado na compatibilidade sexual entre
membros da mesma espécie; e o conceito de espécie filogenética (Phylogenetic Species
Concept — PSC), baseado na analise de sequéncias de DNA (O'DONNELL et al., 2000).

A identificacdo inicial geralmente é realizada através de observagdes e mensuracdes
das caracteristicas morfoldgicas em meios de culturas e temperaturas apropriados, por
exemplo, a forma e o tamanho dos conidios, pigmentacéo e taxa de crescimento da col6nia em
meio de cultura comum, presenca ou auséncia de clamidosporos, entre outros caracteres
(LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Para Fusarium spp., a identificacdo em nivel de espécie utilizando caracteres
morfologicos é muitas vezes dificil, devido & alta variabilidade entre os isolados da mesma
espécie e entre as diferentes espécies, além de, muitas vezes, serem afetados por qualquer
alteracdo do ambiente (O’DONNELL et al., 2013). Com isso, muitas espécies de Fusarium
sofreram com o0s varios sistemas taxonémicos aplicados no passado, a exemplo de F.
oxysporum, que exibe uma subestrutura filogenética complicada e possui multiplas espécies
cripticas, ou seja, houve muito erro com a identificacdo baseadas somente em caracteres
morfolégicos (LOMBARD et al., 2019).

A identificacdo baseada no conceito bioldgico pode ser limitada, pois algumas
espécies s6 possuem reproducdo assexuada, existéncia de espécies que ndo séo cultivaveis ou
simplesmente a falta de condi¢bes ambientais para a reproducdo sexuada, por apresentarem
homotalismo e pela dificuldade de reproducéo in vitro (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Dentre as espécies com dificuldades na identificacdo, com base no conceito biolégico,
podemos citar F. oxysporum, pois 0 mesmo é definido pelo fenotipo assexuado, nédo
possuindo forma sexual conhecida, embora estudos indiquem a possivel presenca de um ciclo
sexual criptico (AOKI et al., 2014). Essa espécie utiliza mecanismos parassexuais entre 0s
isolados heterocaridticos para ocorrer variabilidade genética (LESLIE, 1993).

O género Fusarium possui uma alta diversidade, tendo varias morfoespécies,
representadas através de complexos de espécies (O’DONNELL et al., 2013). Além disso,
observa-se um grande nimero de formae speciales existentes (O'DONNELL, 2000). Para as
espécies inseridas no complexo Fusarium fujikuroi (FFSC), conhecido anteriormente como
complexo Gibberella fujikuroi (FFSC), a utilizacdo dos conceitos de espécie morfoldgica,
bioldgica e filogenética tem contribuido significativamente para a taxonomia, permitindo a
descri¢do mais robusta e confiavel das espécies (LESLIE; SUMMERELL, 2006; KVAS et al.,
2009).
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O complexo F. fujikuroi (FFSC) € formado por 17 espécies bioldgicas e 65 espécies
filogenéticas. As espécies desse complexo formam um grupo monofilético que possuem
caracteristicas morfologicas semelhantes, o que dificulta a sua diferenciacdo. Além disso, as
espécies biologicas correspondem as espécies filogenéticas (O’DONNELL et al., 1998;
KVAS et al., 2009).

A identificacdo de determinadas espécies de Fusarium spp. utilizando os conceitos
morfologicos e bioldgicos eram aceitas como validas e confidveis anteriormente. Poletto et al.
(2006) identificaram espécies de Fusarium spp., em plantios de erva-mate (llex
paraguariensis A.  St.-Hil.) utilizando caracteres morfolégicos. Rocha et al. (2016)
identificaram a espécie Fusarium solani f. sp. piperis em pimenta utilizando teste de
compatibilidade sexual.

Muitos questionamentos foram resolvidos com a utilizacdo de técnicas moleculares,
sendo esta uma ferramenta para identificacdo de espécies de forma mais precisa, utilizada
para complementar os testes de patogenicidade e caracterizacdo morfoldgica para
identificacdo de Fusarium spp. (KOYYAPPURATH et al.2016).

Estudos biologicos e morfoldgicos, aliados as analises moleculares, tem sido de
fundamental importancia na reclassificagdo de espécies e grupos e identificacdo de novas
espécies de forma mais confidvel e precisa. Essas analises sdo feitas através de amplificacdo e
analise de sequéncias de DNA de genes selecionados, fornecendo informacdes sobre a
variabilidade e relacGes evolutivas dos mesmos (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Uma das técnicas moleculares amplamente utilizadas para a identificacdo de fungos é
a da Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR), que permite a amplificacdo de fragmentos
especificos de DNA de células fangicas. A identificacdo de espécies de Fusarium pode ser
através de alinhamento de sequéncias das regides génicas calmodulina (CmdA), da primeira e
segunda maior subunidade do RNA-polimerase (Rpbl e Rpb2), fator de elongagéo 1-o (tefl)
e P-tubulina (tub2) (LOMBARD et al., 2019), sendo esses marcadores filogenéticos
poderosos dentro do género Fusarium.

A maioria das sequéncias do gene TEF1 estdo disponiveis em bancos de dados, como
Fusarium-1D (http://isolate.fusariumdb.org/guide.php) e Fusarium
MLST (http://www.cbs.knaw.nl/fusarium) (KARLSSON et al., 2016), sendo esses
considerado um dos principais bancos de dados das sequencias génicas de Fusarium spp.. O
gene B-tubulina foi o primeiro codificador de proteina usado em Fusarium (O'DONNELL et

al. 1998). No entanto, observou-se a presenca de parélogos divergentes nos complexos de
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espécies F. solani, F. incarnatum-equiseti e F. chlamydosporum, tornando a sua utilidade
limitada (O’ DONNELL et al., 2015).

No Brasil, ndo existe estudos relevantes sobre a diversidade genética de Fusarium spp.
em girassol. Assim, é de grande importancia avaliar marcadores morfoldgicos e estudar sua
filogenia, gerando informacdes que possibilitem o entendimento da estrutura populacional, da
patogenicidade e posteriormente o desenvolvimento de tratamentos eficientes.

3.5. Controle biolégico de Fusarium spp. associado a sementes

Levando em consideracdo que doencas em plantas sdo originadas pelo indculo
primario, estando estes frequentemente associados as sementes, as medidas de controle
visando os principios de prevencao e exclusdo tém sido as mais recomendadas. Nesse sentido,
é importante fazer o uso de sementes isentas de patdgeno, evitando assim a introducéo do
mesmo em areas ndo infestadas (JIMENEZ-DIAZ et al., 2015).

O controle bioldgico de doencas de plantas pode ser definido, de forma geral, como a
reducdo da soma de in6culo ou das atividades determinantes da doenca, provocada por um
patégeno, realizada por um ou mais organismos que ndo o homem (COOK; BAKER, 1983),
ou seja, de forma geral, € a utilizacgdo de um microrganismo para controlar outro
microrganismo. Os agentes com potencial para interferir nos processos vitais dos patdgenos
sdo chamados de antagonistas. Esses organismos devem estar adaptados ao mesmo nicho
ecologico que os patdgenos, podendo esse método ser integrado facilmente com métodos
culturais e genéticos (MORANDI et al., 2009).

Os mecanismos de acdo dos antagonistas normalmente envolvidos no controle
bioldgico sdo a antibiose (MARTINI et al., 2014; FARIAS et al., 2020), parasitismo,
hiperparasitismo e micoparasitismo (SANTOS et al., 2012); competicdo (BENITEZ et al.,
2004) e inducdo de resisténcia (ABDELRAHMAN et al., 2016).

As barreiras cientificas e tecnologicas sdo desafios para o desenvolvimento e
comercializacdo de produtos bioldgicos eficazes, como estabelecimento de métodos de
triagem relevantes, desenvolvimento de formulages e aplicagfes adequadas, bem como
monitoramento do antagonista que foi introduzido no agroecossistema (LEGRAND et al.,
2017).

As principais espécies que estdo em produtos comercializados pertencem ao género
Trichoderma spp.. Pode-se destacar as espécies T. asperellum, T. harzianum, T. stromaticum

e T. viride, estando disponiveis nas seguintes formulacdes: pds-molhaveis, granulos
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dispersiveis, suspensdes concentradas, 6leos emulsionaveis, grdos colonizados e esporos
secos, sendo indicados para o controle de Fusarium spp., Pythium spp., Rhizoctonia sp.,
Macrophomina sp., Sclerotinia spp., Sclerotium spp., Botrytis spp. e Crinipellis sp., sendo
recomendados para inUmeras culturas, podendo ser utilizados através do tratamento de
sementes ou incorporacdo ao solo (MORANDI et al., 2009).

O género Trichoderma spp. consiste em fungos de vida livre, que se reproduzem
assexuadamente, presentes frequentemente em solos de regifes de clima temperado e tropical
(MACHADO et al., 2012), sendo na maioria das vezes isolados a partir de solos florestais ou
agricolas e podendo ser cultivados in vitro (BROTMAN et al., 2010). Espécies de
Trichoderma prevalecem especialmente em ambientes imidos e podem ser isoladas de todas
as zonas climaticas, incluindo solos de desertos (ABDELRAHMAN et al., 2016), tendo seu
desenvolvimento favorecido por temperaturas acima de 25 °C (PAULA JUNIOR et al., 2007).
Esses antagonistas podem ser utilizados isoladamente ou misturados com outros produtos ou
agentes (MORANDI et al., 2009).

Segundo Carvalho et al. (2015) os solos brasileiros sdo ricos em uma grande
diversidade de espécies de Trichoderma spp.. E esses sdo alvo de inUmeras pesquisas, sendo
fundamental para descoberta de isolados eficientes para uso no controle biolégico de
fitopatdgenos em diversos agroecossistemas (MARCUZZO; CARVALHO, 2018; REDDA et
al., 2018). Esse antagonista é considerado o mais importante microrganismo utilizado no
controle bioldgico, por ser eficaz contra uma ampla gama de fungos fitopatogénicos (SAITO
et al., 2010). Com isso, a utilizacdo de Trichoderma spp. como biofungicidas vem crescendo
atualmente na agricultura (BETTIOL et al., 2009; ZEILINGER et al., 2016).

O género Trichoderma também ¢é considerado um dos mais importantes
microrganismos utilizados no tratamento de sementes. Este antagonista destaca-se devido a
sua alta adaptabilidade ecolodgica, por interagir de forma benéfica com plantas, podendo
suprimir doencas através de seus efeitos diretos sobre o patégeno com uma combinacdo de
varios mecanismos, incluindo competicdo por nutrientes e/ou espago, antibiose e
micoparasitismo (DINESH et al., 2018) ou indiretamente, com a capacidade de induzir a
defesa das plantas contra os patdgenos (ZEILINGER et al., 2016).

Além de proteger a rizosfera das plantas contra patdgenos, possui a capacidade de
melhorar a taxa de germinacdo e o vigor das sementes, auxiliando também na absorcéo e
concentracdo de nutrientes através do aumento do sistema radicular, promovendo o
crescimento vegetal pela producdo de horménios e consequentemente o aumento do
rendimento das plantas (CARVALHO et al., 2011).
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Segundo Babu et al. (2015) Trichoderma spp. é considerado alternativa natural e
ambientalmente aceitavel as préticas agricolas tradicionais, tanto para manejo da doenca
como para promocdo do crescimento de varias culturas agricolas. Diversas pesquisas tém
mostrado a eficiéncia de Trichoderma spp. no controle de inUmeras espécies de Fusarium
spp. associados a sementes.

Cheng et al. (2011) relataram que a proteina extracelular L-aminoacido oxidase

secretado por T. harzianum ETS 323 esta envolvida no antagonismo direto contra Botrytis
cinerea, com hifas do patdgeno mostrando uma resposta a apoptose-like, incluindo a geragéo
de espécies reativas de oxigéncio (ROS), fragmentacdo de DNA e despolarizacdo da
membrana mitocondrial. Zeilinger et al., 2016, verificaram a ocorréncia de mais de 22
metabolitos secundarios responsaveis pelo controle de F. oxysporum f. sp. cepa agente causal
da podriddo basal na cebola (Allium cepa L.). Carvalho et al. (2011) verificaram o efeito
antagonico de seis isolados de T. harzianum no controle de F. oxysporum f. sp. phaseoli em
sementes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). Em tomateiro (Solanum lycopersicumL.) a
utilizacdo de isolados de T. harzianum mostrou-se eficiente tanto no controle in vitro como in
vivo da murcha-de-fusario, causado por F. oxysporum f. sp. lycopersici (SALAZAR et al.,
2011).
Milanesi et al. (2013) testaram a eficiéncia de Trichoderma spp. no biocontrole
de Fusariumspp. e promocdo de crescimento em plantulas de soja (Glycine maxL.) e
constataram que diferentes isolados foram eficientes no controle de Fusarium spp. tantoin
vitro quanto in vivo, e além disso, atuaram como promotores de crescimento de plantulas de
soja nas condicdes testadas. Silva et al. (2019) observaram a atividade antagonica in vitro de
Trichoderma sp. contra F. subglutinans e o efeito no tratamento de sementes de
Pinus (Pinus spp.) com Trichoderma sp. sobre a podriddo radicula, Oe concluiram que o
antagonista possibilitou a reducdo da incidéncia da podriddo com aumento da emergéncia e
crescimento inicial das mudas.

Farias et al. (2019) observaram uma reducéo significativa da incidéncia e severidade
da murcha de fuséario no em plantas de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) tratadas com
produtos bioldgicos aplicados em sementes. Ferrigo et al. (2020) também constataram a
capacidade de T. harzianum em antagonizar F. verticillioides e F. graminearume através do
tratamento de sementes de milho infectadas naturalmente com esses patdgenos, reduzindo
significativamente a incidéncia e severidade da doenga em plantas através da inducdo de
resposta de resisténcia sisttmica na cultura.Com objetivo de identificar cepas de Trichoderma

spp. com potencial de biocontrole contra F. avenaceum ou F. culmorum e testa-las no
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revestimento de sementes de milho em condic¢des de campo, Coninck et al. (2020) observaram
que a cepa com potencial de biocontrole foi identificada como um T. atroviride e que 0
tratamentos das sementes aumentou significativamente a taxa de emergéncia de plantulas
infectadas em comparacao com sementes nédo tratadas.

O biocontrole de patdgenos vegetais transmitidos por sementes, principalmente com o
uso de Trichoderma spp., esta se tornando uma estratégia importante para apoiar a agricultura
sustentavel. Vale ressaltar que os efeitos benéficos de Trichoderma spp. diferem em relagédo
ao gendtipo da planta, isolado fungico e concentracdes aplicadas (ISLAM et al., 2014), com
iss0, sdo necessarias pesquisas que ampliem o banco de dados de plantas hospedeiras a esse
antagonista, bem como isolados eficientes aplicados no controle de patdégenos agressivos para
gue se possa entender os mecanismos envolvidos no controle da doenca.

Ao realizar selecdo de cepas de microrganismos antagonicos, espera-se que 0S mesmaos
sejam totalmente adaptados as condi¢es edafoclimaticas locais, para se desenvolverem e
controlarem os patdgenos e que ao mesmo tempo produzam uma alta taxa de in6culo ao longo
do periodo de sobrevivéncia e uma atividade de biocontrole suficiente para o uso em larga
escala (CONINCK et al., 2020).
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CAPITULO II

ESPECIES DE Fusarium ASSOCIADAS A SEMENTES DE GIRASSOL:
CARACTERIZACAO POLIFASICA E TRANSMISSAO

FARIAS, O. R. Espécies de Fusarium associadas a sementes de girassol: caracterizagéo
polifasica e transmissdo (Doutorado em Agronomia). Programa de Pés-Graduagcdo em
Agronomia, Universidade Federal da Paraiba. Areia, PB. 2020.

RESUMO

Espécies de Fusarium sdo responsaveis por causar deterioracdo de sementes, podriddo
radicular e murcha em girassol. Esse patdgeno é disseminado e transmitido através de
sementes. A identificacdo desse patdgeno a nivel de espécie € de fundamental importancia no
conhecimento evolutivo e epidemiolégico, implicacando diretamente no manejo da doenca. O
objetivo desse trabalho foi identificar as espécies de Fusarium associado a sementes de
girassol no Brasil, bem como determinar a prevaléncia e a transmissédo semente-plantula
dessas espécies. Amostras de sementes de oito cultivares de girassol foram utilizadas, das
quais se obteve um total de 50 isolados de Fusarium spp.. A caracterizacdo molecular dos
isolados foi realizada utilizando sequéncias do gene fator de alongamento (EF1) e o gene f-
tubulina 2 (tub2). Para caracterizacdo morfoldgica foram realizadas avaliacbes apds cultivo do
fungo in vitro e observaces em microscopia: pigmentacdo da col6nia; presenca ou auséncia
de esporoddquios; tamanho (comprimento e largura), formato e septagdo de microconidios e
macroconidios; tipos de fialides (monofialide e/ou polifidlide); presenca ou auséncia de
clamiddsporos; microconidios em falsas cabecas e/ou cadeia; crescimento micelial; indice de
velocidade de crescimento micelial e produgdo de conidios. A prevaléncia foi calculada pelo
numero total de determinada espécie oriunda na cultivar em relagdo ao nimero total de
espécies. Para avaliacdo da transmissdo, realizou-se a inoculacdo através do contato direto
entre as sementes da cv. BRS 324 e a col6nias do patdgeno em meio BDA contendo manitol.
Foram avaliadas a porcentagem de emergéncia, sementes ndo germinadas com e sem
Fusarium spp., plantulas sintomaticas e assintomaticas e taxa de transmissdo. F. fabacearum,
F. pseudocircinatum, F. verticillioides e F. proliferatum foram identificados nas sementes de
girassol avaliadas. Observou-se uma ampla variabilidade morfoldgica entre os isolados,
principalmente com relacdo a pigmentacdo da col6nia, crescimento micelial, indice de
velocidade de crescimento micelial e producéo de conidios. F. proliferatum foi a espécie mais
prevalente nas diferentes cultivares. Além do apodrecimento das sementes, observaram-se
sintomas de podriddo do colo, tombamento, escurecimento vascular, subdesenvolvimento e
podriddo das folhas cotiledonares. Todos os isolados das quatro espécies avaliadas foram
patogénicos e transmitidos via sementes. Esta pesquisa fornece informagdes importantes sobre
Fusarium spp. associado a sementes de girassol no Brasil e confirma a importancia dos
estudos moleculares para a identificagdo das espécies e para a observacdo da diversidade
genética, sendo esses conhecimentos fundamentais para estudos ecoldgicos desse patdgeno.

PALAVRAS-CHAVE: Helianthus annuus L.. Patologia de sementes. Diversidade.
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FARIAS, O. R.. Fusarium species associated with sunflower seeds: Polyphasic
characterization and transmission (Doctorate in Agronomy). Programa de Pds-Graduagao
em Agronomia, Universidade Federal da Paraiba. Areia, PB. 2020.

ABSTRACT

Fusarium species are responsible for causing seed deterioration, root rot and sunflower wilt.
This pathogen is disseminated and transmitted through seeds. The identification of this
pathogen at the species level is of fundamental importance in the evolutionary and
epidemiological knowledge, directly implicating in the management of the disease. The
objective of this work was to identify Fusarium species associated with sunflower seeds in
Brazil, as well as to determine the prevalence and seed-seedling transmission of these species.
Seed samples from eight sunflower cultivars were used, from which a total of 50 isolates of
Fusarium spp were obtained. The molecular characterization of the isolates was performed
using sequences of the elongation factor (EF1) gene and the B-tubulin 2 gene (tub2). For
morphological characterization, evaluations were carried out after cultivation of the fungus in
vitro and microscopic observations: colony pigmentation; presence or absence of
sporodochia; size (length and width), shape and segregation of microconidia and
macroconidia; types of phialides (single-phial and / or poly-phyllid); presence or absence of
chlamydospores; microconidia in false heads and / or chain; mycelial growth; mycelial
growth rate index and conidia production. The prevalence was calculated by the total number
of a specific species from the cultivar in relation to the total number of species. In order to
evaluate transmission, inoculation was carried out through direct contact between cv. BRS
324 and colonies of the pathogen in BDA medium containing mannitol. The percentage of
emergence, seeds not germinated with and without Fusarium spp., Symptomatic and
asymptomatic seedlings and transmission rate were evaluated. F. fabacearum, F.
pseudocircinatum, F. verticillioides and F. proliferatum were identified in the evaluated
sunflower seeds. There was a wide morphological variability among the isolates, mainly with
respect to colony pigmentation, mycelial growth, mycelial growth rate index and conidia
production. F. proliferatum was the most prevalent species in the different cultivars. In
addition to the rotting of the seeds, symptoms of neck rot, tipping, vascular darkening,
underdevelopment and rot of cotyledonous leaves were observed. All isolates of the four
species evaluated were pathogenic and transmitted via seeds. This research provides
important information about Fusarium spp. associated with sunflower seeds in Brazil and
confirms the importance of molecular studies for the identification of species and for the
observation of genetic diversity, which are fundamental knowledge for ecological studies of
this pathogen.

KEYWORDS: Helianthus annuus L.. Seed pathology. Diversity.
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1. INTRODUCAO

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma das principais culturas oleaginosas cultivadas
mundialmente (ZHANG et al., 2018), em 2020 ocupou uma area plantada de 47,1 mil ha, com
produtividade de 1.599 kg/ha e producdo de 74,9 mil toneladas (CONAB, 2020). As sementes
dessa cultura possuem alto teor de 6leo de alta qualidade, usado principalmente para consumo
humano (ADDRAH et al., 2020). O 6leo de girassol é o segundo 6leo vegetal mais consumido
no mundo, atras apenas do oOleo de soja (NUNES et al., 2013). Além do uso como 0Gleo
comestivel, o girassol também poder utilizada como ornamental, alimento para passaros e na
producdo de biodiesel, bem como na medicina popular para fins de tratamento inflamatorios,
infeccBes e enfermidades cronicas (CATAO et al., 2016; LUSTRI et al., 2017).

Apesar da adaptabilidade a diferentes condicdes edafoclimaticas o plantio de girassol é
afetado por patdgenos flngicos transmitidos via sementes, sendo considerados uns dos
principais entraves a sua producdo (ADDRAH et al., 2020). Em virtude dos danos
ocasionados pelos patdgenos as sementes do girassol, principal produto de interesse
econémico para producdo de dleo, a sua qualidade sanitaria tem despertado o interesse dos
produtores. As sementes constituem um meio eficiente de sobrevivéncia e disseminagéo para
a maioria dos fitopatdgenos (CHALAM et al., 2020). Mdltiplas espécies de Fusarium sdo
encontradas associadas a sementes de milho, trigo, feijdo, arroz e soja, dentre outras culturas
(GUO et al., 2016; IGNJATOV et al., 2016; GAl et al., 2018; DEEPAK et al., 2019; SUSANI
et al., 2020; CHANG et al., 2020).

O género Fusarium é um dos patdgenos mais importantes na patologia vegetal, sendo
responsavel por causar podriddo radicular e murcha em culturas de importancia econémica.
Vaérias espécies pode produzir micotoxinas, substancia toxica a humanos e animais (LESLIE;
SUMMERELL, 2006). Atualmente, pelo menos treze espécies de Fusarium sdo relatadas
associadas a sementes e causando danos expressivos em girassol, incluindo F. anthophilum,
F. moniliforme, F. proliferatum, F. subglutinanos, F. chlamydosporum, F. sporotrichioides
(SHARFUN-NAHAR; MUSHTAQ, 2006), F. equiseti F. longipes, F. scirpi. F. oxysporum,
F. pallidoroseum e F. solani (SHARFUN-NAHAR; MUSHTAQ, 2007), F. oxysporum e F.
incarnatum (ADDRAH et al., 2020).

Os sintomas tipicos causados por Fusarium spp. em plantas de girassol incluem
murcha, nanismo, clorose, necrose, queda de folhas jovens, amortecimento e escurecimento
vascular (KEERIO et al.,, 2017). Também é responsavel por ocasionar apodrecimento de
sementes (SHARFUN-NAHAR; MUSHTAQ, 2006). As sementes infectadas sdo afetadas
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principalmente durante o estabelecimento inicial da cultura, resultando na redugéo
significativa da emergéncia e crescimento de plantulas (SRINIVAS et al., 2017).

Fusarium € considerado como um dos géneros fangicos mais importantes
economicamente no mundo, sendo encontrado associado a uma ampla gama de hospedeiros.
Anteriormente, a identificacdo das espécies de Fusarium era realizada com base em
caracteristicas morfoldgicas e culturais (KOYYAPPURATH et al., 2016). No entanto, os
caracteres morfoldgicos podem variar de acordo com fatores ambientais, como meio de
cultura e temperatura. Atualmente, a identificacdo de espécies de Fusarium é realizada usando
uma abordagem polifasica que combina caracteristicas morfoldgicas e culturais com andlise
filogenética multilocus de sequéncias de DNA (KVAS et al., 2009).

Além da identificacdo, estudos da taxa de transmissdo de Fusarium spp., via sementes,
contribui para o estabelecimento de padrfes de tolerancia dentro do processo de certificacdo
de sementes (KUMAR et al., 2020). Ainda existem duvidas quanto a relacdo de Fusarium spp
causando danos em sementes de girassol e ndo ha relagdo da porcentagem de transmissao das
diferentes espécies desse patdgeno identificadas nas sementes de girassol, tampouco, uma
relacdo da infec¢do fungica com o vigor de sementes e desenvolvimento iniciais das plantas.

Embora existam varios relatos de espécies de Fusarium em associagdo com girassol,
ndo ha informacgdes sobre a diversidade, prevaléncia e transmissdo das espécies de Fusarium
associado a semente de girassol no Brasil. Assim, o objetivo do presente estudo foi identificar
as espécies de Fusarium associado a sementes de girassol no Brasil, bem como determinar a

prevaléncia e a transmissdo semente-plantula dessas espécies.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Localizacdo experimental

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia (LAFIT) do Centro
de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal da Paraiba, localizado em Areia-PB, Brasil e no
Laboratory of Plant Virology and Laboratory of Mycology, do Mediterranean Institute for
Agriculture, Environment and Development, pertencente & Universidade de Evora, localizada

em Evora, Portugal.

2.2. Obtencéo e preservacao dos isolados de Fusarium

Os isolados foram obtidos de sementes girassol das cultivares Aguard 04, Aguara 06,
Olisun 3, Hélio 250, BRS 321, BRS 322, BRS G26, GF 101, safra 2017-2018, fornecidas
pelas Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Algodao). As sementes mal
formadas e danificadas por pragas (sementes parcial ou totalmente destruidas, com
perfuragdes que atingiram o embrido) foram descartadas.

As sementes de girassol infectadas foram submetidas ao blotter test (BRASIL, 2009),
utilizando 200 sementes (dez repetices de vinte sementes), previamente desinfestadas em
solucdo de hipoclorito de sodio a 1% durante 3 minutos, para eliminacdo dos fungos aderidos
externamente nas sementes. As sementes foram distribuidas individualmente em placas de
Petri (@ 15 cm), contendo dupla camada papel filtro previamente esterilizados e umedecidos
com 10 mL de &gua destilada esterilizada (ADE) e mantidas por periodo de sete dias a
temperatura de 25 + 2°C. As estruturas caracteristicas de Fusarium que cresceram sobre as
sementes foram transferidas, com o auxilio de agulha histol6gica, para placas de Petri,
contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). As placas de Petri foram incubadas a
25 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias. Culturas puras foram estabelecidas
a partir de esporos unicos para aqueles isolados identificados como Fusarium com base em
caracteristicas morfologicas de acordo com (LESLIE; SUMMERELL, 2006) (Tabela 1). Os
isolados foram preservados pelo metodo Castellani (CASTELLANI, 1939).
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2.3. Analise filogenética

2.3.1. Extracdo de DNA, amplificacdo por PCR e sequenciamento de DNA.

Os isolados de Fusarium foram cultivados em BDA por 5-10 dias a 26 + 3°C. A
extracdo foi realizada com kit de DNA (Invitrogen PureLink Genomic DNA Mini Kit) de
acordo com as instrucbes do fabricante. A concentracdo total do DNA extraido foi
determinada usando espectrofotémetro NanoDrop ND-1000.

O gene do fator de alongamento (EF1) foi inicialmente amplificado usando Fa + 7 e
Ra + 6 (KARLSSON et al., 2016) e sequenciado para todos os isolados de Fusarium para
estimativa inicial da diversidade genética e selecdo de isolados representativos para analises
multilocus. Os diferentes haplétipos foram identificados usando DnaSP 4.0 (ROZAS et al.,
2003). Os isolados representativos foram escolhidos de acordo com a cultivar de girassol.
Regido parcial do gene da B-tubulina 2 (tub2) foram amplificados usando T1 e T22
(O'DONNEL,; CIZELNIK, 1997) e sequenciados para os isolados representativos.

Reacdes da PCR foi realizada em um volume final de 50 pL, contendo a mistura de 7-
20 ng de DNA gendmico, Tris-HCI 10 mM (pH 8,6), KCI 50 mM, MgCI2 1,5 mM, dNTPs
0,2 mM (Fermentas), 0,2 uM de cada primer e 2,5 U de DreamTaq DNA polimerase
(Fermentas). As reacdes de PCR foram realizadas em um termociclador (BioRad), usando 0s
seguintes ciclos: desnaturacdo inicial de 95 °C por 2 min, seguidos de 40 ciclos: desnhaturacao
a 95 °C por 30s, anelamento a 67 °C (EF) ou 58 °C (tub2) por 50s, extensdo a 72 °C por 60s e
uma extenséo final a 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR foram separados por eletroforese
em gel de agarose a 1,5% em tampdo Tris-acetato-EDTA (TAE) 1,0X e fotografados sob luz
UV. Os produtos de PCR foram purificados usando DNA Clean & Concentrator (Zymo
Research) de acordo com as instrucdes do fabricante. O sequenciamento de DNA foi

realizados pela Macrogen (Holanda).

2.3.2. Alinhamento de sequéncias e analises filogenéticas

Os consensos foram montados usando o Staden Package (STADEN et al., 1998).
Todas as sequéncias consensos obtidas foram usadas como consultas no banco de dados
Fusarium-1D (GEISER et al., 2004) e no banco de dados de nucleotideos National Center for
Biotechnology Information (NCBI) usando o algoritmo de Basic Local Alignment Search
Tools (BLAST) (JOHNSON et al., 2008) para confirmar as atribuigdes taxondmicas dos
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isolados. As sequéncias ex-types de Fusarium foram obtidas do GenBank, onde foram
depositadas as sequéncias geradas neste estudo.

O alinhamento das multiplas sequéncias de cada locus individual foi estimado on-line
usando a estratégia G-INS-i na versdo MAFFT 7 (KATOH; STANDLEY, 2013; KATOH et
al., 2019), com parametros padrao para abertura e extensdo de gap e 200PAM / k=2 matriz de
pontuacdo de nucleotideos e ajustado manualmente, quando necessario, usando o0 MEGAG6
(TAMURA et al., 2013).

As analises filogenéticas foram realizadas usando os métodos de Méaxima
Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB) para os gene individuais e concatenados.
As analises de MV e IB foram executadas usando RAXML-HCP2 v.7.0.4 (STAMATAKIS,
2014) e MrBayes v 3.2.1 (RONQUIST et al., 2012), respectivamente, implementadas no
Portal CIPRES Science Gateway (https://www.phylo.org /portal2/home.action). As analises
de MV foram conduzidas com 1000 bootstrap (-m GTRGAMMA -p 12345 -k -f a -N 1000 -x
12345) sob modelo GTRGAMMA.

Para BIl, os modelos de substituicdo de nucleotideos foram estimados no MrModeltest
2.3 (NYLANDER, 2004), usando o critério de informacdo de Akaike (AIC) para cada gene
individualmente. A matriz concatenada foi particionada com cada gene com seu referente
modelo de substituicdo de nucleotideos. Quatro cadeias de Markov Monte Carlo 174
(MCMC) foram conduzidas por 5 x 10’ geracdes e as arvores foram amostradas a cada 1000
geracOes. A convergéncia de todos os parametros foi verificada usando Tracer v 1.5
(RAMBAUT; DRUMMOND, 2010) e os primeiros 25% das geracdes foram descartados
como burn-in. A versdo 1.4.3 do FigTree (RAMBAUT, 2012) foi usada para visualizar a

arvore filogenética.
2.4. Anélise morfoldgica dos isolados

Os isolados representativos serdo caracterizados morfologicamente utilizando os
meios nutritivos Batata Dextrose Agar (BDA) e Syntetic Nutrient-Poor Agar (SNA)
(NELSON, 1987). A caracterizagdo morfoldgica sera realizada quanto a taxa de crescimento,
producdo de conidios, pigmentacdo da colénia e micromorfologia, seguindo os protocolos de
Leslie; Summerell (2006).

A pigmentacdo da colonia sera observada em isolados crescidos em placas de Petri
contendo meio de cultura BDA, incubados a 25 + 2 °C por um periodo de 10-14 dias. A

coloracédo do verso e reverso das coldnias, visualizada no fundo das placas.
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As caracteristicas micromorfoldgicas serdo avaliadas nos isolados crescidos em SNA
contendo folhas de cravo, incubados a 25 + 2 °C por um periodo de 10-14 dias. As
caracteristicas morfologicas observadas serdo a presenca ou ndo de esporodéquios; tamanho
(comprimento e a largura), formato e septacdo de microconidios e macroconidios (com base
na medicdo de 15 estruturas); tipos de fidlides (monofiélide e/ou polifialide); presenca ou
auséncia de clamidosporos; microconidios em falsa cabeca e/ou cadeia.

As dimensdes dos macros e microconidios serdo obtidas por meio do programa Motic
Images Plus 2.0, instalado em computador acoplado a um microscopio Olympus BX53, com
fotografias registradas através da camera Olympus DP73 com auxilio do programa CellSens
Dimension em aumento de 20, 40 e 100x.

Para avaliacdo do crescimento micelial, um disco de 5mm de diametro sera transferido
da margem das col6nias dos isolados de Fusarium spp. para placas de Petri, com tamanho de
9 cm de didmetro, contendo meio de cultura BDA. As placas serdo incubadas a 25 £ 2 °C no
escuro. O diametro das col6nias serd mensurado com paquimetro digital, diariamente, até sete
dias de incubacdo. Serdo avaliadas, para cada isolado, quatro placas de Petri, com coldnias do
fungo em BDA (cada placa de Petri sera considerada como repeticéo).

Os dados do crescimento das colnias também serdo utilizados para estimar indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM), através de férmula proposta por Oliveira (1991):
IVCM= (D-Da)/N, sendo: IVCM=indice de velocidade de crescimento micelial; D=diametro
médio atual da colbnia; Da=didmetro médio da col6nia do dia anterior; N=numero de dias
apos a inoculacdo na placa de Petri.

A avaliacdo da producdo de conidios pelos isolados de Fusarium spp. seré realizada
com o patogeno crescido em BDA, incubados a 25 + 2 °C por periodo de 7 dias. A contagem
de esporos sera realizada em suspensao aquosa adicionada de Tween 20. Essa suspensdo sera
obtida pela adicdo de 20 mL de ADE as placas de Petri contendo as colénias fungicas e o
auxilio de um pincel de cerdas macias para a liberacdo dos esporos. A suspensdo de esporos
sera filtrada em dupla camada de gaze esterilizada e a contagem realizada em hemacitdmetro
(ALFENAS; MAFIA, 2016).

2.5. Prevaléncia de espécies de Fusarium
A prevaléncia de espécies de Fusarium spp. obtidas de sementes de diferentes

cultivares de girassol foi determinada pelo calculo da Taxa de Isolamento (IR), de acordo com

formula proposta por Veloso et al. (2018), sendo da seguinte forma: IR (%) = (Cx / Ct) x 100,
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onde: Cx € o nimero de isolados pertencentes a uma espécie e Ct é o nimero de isolados por

cultivar.

2.6. Transmissao semente-plantula de Fusarium spp.

A inoculagdo dos isolados de Fusarium spp. foi realizada através da técnica de
condicionamento fisioldgico desenvolvida por Sousa et al. (2008), na qual os isolados
fangicos foram cultivados em meio BDA + manitol com potencial osmotico ajustado para —
1,0 MPa. As placas foram incubadas a 25 + 2 °C com fotoperiodo de 12 horas por 7 dias.

Ap6s o crescimento micelial dos isolados alcancgar toda superficie do substrato, as
sementes desinfestadas foram distribuidas sobre as col6nias fdngicas, permitindo que as
mesmas entrassem em contato com a cultura do patégeno, onde permaneceram em incubacao
a 25 £ 2 °C com fotoperiodo de 12 horas por 48 horas. As sementes do tratamento controle
foram adicionadas em substrato com o restritor hidrico, na auséncia de Fusarium spp..

Transcorrido o periodo de incubacdo, as sementes foram distribuidas em vasos
plasticos (10 L) a uma profundidade de 2 cm, contendo substrato comercial Brasplant® e
vermiculita (2:1 v/v) esterilizados. Os vasos permaneceram em casa de vegetacao durante 25
dias, com temperatura oscilando de 28 a 32 °C durante o dia e de 16 a 18 °C durante a noite. A
irrigacéo foi realizada duas vezes ao dia, via rega manual.

No teste de transmissdo, avaliou-se a porcentagem de plantulas emersas aos 14 dias
apos o semeio (BRASIL 2009). As sementes ndo germinadas foram retiradas, lavadas em
hipoclorito de sédio a 1%, seguida de ADE e colocadas em camara Umida, na qual
permaneceram por sete dias, para identificagdo de sementes ndo germinadas com Fusarium
spp (NCF) ou sem Fusarium spp. (NCF) associados.

Aos 25 dias calculou-se a porcentagem de plantulas sintomaticas e assintomaticas que
foram coletadas, lavadas em éagua corrente, para retirada do excesso de solo aderido ao
sistema radicular e levadas ao Laboratorio de Fitopatologia. Em cada plantula foram retirados
dois fragmentos do feixe vascular (seccionou a plantula e retirou os fragmentos em locais com
lesGes), e realizada a assepsia do material em alcool 70% por 30 segundos, seguido por
hipoclorito de sédio 1% por 30 segundos, lavadas duas vezes ADE e colocados em placas de
Petri com meio BDA. O material foi incubado em Biological Oxigen Demand (BOD) a 25 + 2
°C por sete dias e fotoperiodo de 12 horas. Foi considerada infectada a plantula na qual foi

possivel identificar as estruturas do patdégeno sob o material vegetal.
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A taxa de transmissdo foi determinada com base na taxa de plantulas sintomaticas e
incidéncia de cada isolado de Fusarium spp. nas sementes inoculadas, por meio da formula
proposta por Goulart (1996): Taxa de transmissdo (%) = (Porcentagem de plantulas
infectadas/Incidéncia do isolado nas sementes) x 100. Ao final, a incidéncia da doenca foi
calculada com base na seguinte formula: Incidéncia da doenga (%) = (n/ N) x 100, onde, n=
namero de sementes ndo germinadas com Fusarium spp. (NCF) e plantas infectadas e N =
numero total de sementes e plantas examinadas.

A incidéncia de doenca no girassol foi calculada pela soma da porcentagem de sementes
ndo germinadas com Fusarium spp. (NCF) e porcentagem de plantulas sintomaticas. Os isolados
também foram distribuidos em quatro grupos de viruléncia, segundo avaliacdo proposta por
Bashyal et al. (2016): ndo virulento (incidéncia da doenca de 0%), baixa viruléncia (incidéncia
da doenca de 2-25%); moderada viruléncia (incidéncia da doenca de 26- 50%); e alta viruléncia
(incidéncia da doenca de 51-100%).

2.7. Delineamento e analise dos dados

O delineamento utilizado para todos os testes foi inteiramente casualizado. As médias
obtidas no teste de crescimento de coldnia, indice de velocidade de crescimento micelial,
producdo de conidios e transmissdo foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p <0,05). Para
analisar a influéncia das variaveis sobre a transmissdo e indices de emergéncia e realizar o
agrupamento dos isolados, foi realizada uma matriz de correlacdo e uma andlise descritiva de
componentes principais (ACP). A analise estatistica foi realizada pelo software estatistico R (R
CORE TEAM, 2020), as médias foram submetidas analise de variancia (ANOVA) e teste de

Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos residuos.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Amostragem e isolamento
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Obteve um total de 49 isolados de Fusarium spp. infectando sementes de girassol

(Tabela 1).

Tabela 1. Isolados de Fusarium spp. obtidos de sementes infectadas oito cultivares de

girassol.
Espécie Isolados (Cddigo) Cultivar
F. pseudocircinatum F1 Aguard 04
F. pseudocircinatum F2, F3 Olisun 3
F. pseudocircinatum F4 Hélio 250
F. fabacearum F5, F6 BRS 321
F. fabacearum F7 Aguara 04
F. fabacearum F8 Olisun 3
F. fabacearum F9, F10 Hélio 250
F. verticilioides F11 BRS G26
F. verticilioides F12 BRS 321
F. verticilioides F13 BRS 322
F. verticilioides F14, F15, F16, F17 BRS 322
F. verticilioides F18, F19, F20 GF 101
F. verticilioides F21, F22, F23 Aguaré 06
F. verticilioides F24, F25, F26 Hélio 250
F. proliferatum F27 BRS G26
F. proliferatum F28, F29, F30 BRS 321
F proliferatum F31, F32 BRS 321
F. proliferatum F33, F34, F35, F36, F37, F38 Aguard 04
F. proliferatum F39, F40 GF 101
F proliferatum F41 Aguaré 06
F. proliferatum F42, FA3, F44, FA5, F46, F47 Olisun 3
F. proliferatum F48, F49 Hélio 250

3.2. Analise filogenética

Este estudo representa a primeira tentativa de caracterizar espécies de Fusarium

pseudocircinatum e F. verticillioides.

A Anadlise preliminar da variacdo nucleotidica entre os 50 isolados usando sequéncias

associadas sementes de girassol no Brasil usando uma abordagem filogenética e integrando
morfologia, prevaléncia e transmissdo. Neste estudo nos encontramos quatro espécies de

Fusarium causando danos em sementes de girassol: F. fabacearum, F. proliferatum, F.

parciais da regido EF1 revelou um total de 7 hapl6tipos (H1-H7). Quarenta e nove isolados

(H1-H6) foram semelhantes as sequéncias do complexo de espécies Fusarium fujikuroi
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(FFSC) de acordo com o BLAST. Seis isolados (H7) foram similares as sequéncias de F.
fabacearum.

Os isolados de Fusarium associados a sementes de girassol foram distribuidos entre
trés clados bem suportados em ambas as analises multilocus MV e Bl e um clado suportado
na analise Bl. Dois isolados pertencem o complexo espécies Fusarium oxysporum (FOSC),
sendo identificados como F. fabacearum suportado pela anélise Bl (Figura 1).

Dezoito isolados pertencem ao Fusarium fujikuroi (FFSC), sendo oito isolados
identificados como F. proliferatum, formando clado com alto valor de suporte na maioria das
arvores. Um isolado identificado como F. pseudocircinatum e nove isolados como F.
verticillioides, ambos com clados suportados na analise multilocus e na maioria das arvores

génicas individuais (Figura 2).
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F. carminascens CBS 144739
1/95 F. gossypinum CBS 116611
F. gossypinum CBS 116613
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L———— F. callistephi CBS 115423
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F. cugenangense CBS 131393
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11100y F. triseptatum CBS 116619
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1/98 l F. languescens CBS 646 78
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— F. trachichlamydosporum CBS 102028
1/99 —— F. oxysporum CBS 144134
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F. foetens CBS 120665

0.003

Figura 1. Arvore de méaxima verossimilhanca do complexo de espécies Fusarium oxysporum
inferida a partir de um alinhamento concatenado de tefl e TUB2. Os valores de
suporte de bootstrap (MV > 70) e os valores de probabilidade posterior bayesiana
(PP > 0.95) sdo mostrados nos noés. "-" indica suporte ndo significativo. Ex-tipos
séo enfatizados em negrito. "*" Indica isolados de sementes de girassol (Helianthus
annuus L.). A arvore estd enraizada pelo midpoint. A barra de escala indica o
numero estimado de substituicdes por site.
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Figura 2. Arvore de méaxima verossimilhanca do complexo de espécies Fusarium fujikuroi
inferida a partir de um alinhamento concatenado de tefl e TUB2. Os valores de
suporte de bootstrap (MV > 70) e os valores de probabilidade posterior bayesiana (PP
> 0.95) sdo mostrados nos nos. "-" indica suporte ndo significativo. Ex-tipos sdo
enfatizados em negrito. "*" Indica isolados de sementes de girassol (Helianthus
annuus L.). A arvore esta enraizada pelo midpoint. A barra de escala indica o nUmero
estimado de substituigdes por site.
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F. fabacearum pertence ao complexo de espécies de F. oxysporum e foi recentemente
descrita por Lombard et al. (2019). As espécies desse complexo variam em especificidade do
hospedeiro, adaptacdo ambiental e sintomatologia da doenca (BELL et al., 2019). Snyder;
Hansen (1940) inicialmente dividiram os isolados desse complexo, que causam murchas ou
podridGes das raizes, em grupos chamados formae speciales (f. sp.) com base na
especificidade do hospedeiro.

Diante das dificuldades taxonémicas das espécies dentro do complexo Fusarium
oxysporum (FOSC), Lombard et al., (2019) fizeram uma epitificacgio e nomearam 15
espécies dentro de FOSC através da andlise filogenética multilocus a partir de quatro regides
gendmicas (CmdA, Rpb2, Tefl e Tub2) e diferencas morfoldgicas sutis utilizando um epitipo
recentemente estabelecido de F. oxysporum como ponto de referéncia, estando F. fabacearum
entre essas espécies.

F. proliferatum, F. pseudocircinatum e F. verticillioides s&o espécies pertencentes ao
complexo Fusarium fujikuroi (FFSC). Membros do FFSC estdo comumente envolvidos em
doencas destrutivas de inumeras plantas economicamente importantes, e sdo capazes de
infectar sementes e/ou outros tecidos vegetais no campo, causando perdas significativas
(WIGMANN et al., 2019).

A espécie F. pseudocircinatum é amplamente distribuida e ecologicamente diversa,
sendo capaz de infectar uma ampla gama de hospedeiros. Essa espécie foi relatada causando
podriddes do caule em plantas de baunilha (Vanilla planifélia), na Indonésia (PINARIA et al.,
2010), mortalidade de Acacia koa no Hawaii (SHIRAISHI, et al., 2012), Malformacgdes em
mangueira no México (FREEMAN et al. 2014) e na Replblica Dominicana (GARCIA-
LOPEZ et al., 2016) e na Australia (LIEW et al., 2016). Além de causar brotacdes laterais e
encurtamento de interndés em mudas de mogno (Swietenia macrophylla) no Meéxico
(SANTILLAN- MENDOZA et al.,2018).

Fusarium verticilioides pode ser transmitido por sementes, causando reducgéo
significativa da germinacdo e emergéncia (FANTAZZINI et al., 2016) e infecgdo sistémica
em milho, bem como esta associado com frequéncia a danos em grdos dessa cultura (GAI et
al., 2018). Essa espécie é relatada causando danos na germinagdo e emergéncia de sementes
de arroz (BASHYAL et al., 2016) e soja (PEDROSO et al., 2017). Fusarium verticillioides,
quando inoculado em sementes de Cordia americana, causou tombamento em pré e pos-
emergéncia, além de apodrecimento de raizes e necrose no hipocotilo (WALKER et. al.,
2016).
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Fusarium proliferatum é frequentemente associado a semente de milho (GUO et al.,
2016). Quando inoculadas nas sementes girassol essa espécie causou 75% murcha nas plantas
(SHARFUN-NAHAR; MUSHTAQ, 2006) é foi responsavel por podriddo em sementes de
feijdo caupi (IGNJATOV et al., 2016). A transmissdo por sementes dessa espécie foi
observada por Guo et al. (2016) em trigo, resultando na colonizag&o sistémica das plantas e
contaminacgédo de gréos com as micotoxinas: fumonisinas e beauvericina. Elmer et al. (1999)
relataram que isolados de F. proliferatum identificados na Australia pode ser disseminado do
através do transporte de sementes e coroas de aspargos (Asparagus officinalis L.) infectadas

entre os paises.

3.3. Analise morfoldgica dos isolados

Com relacdo as caracteristicas morfologicas, o isolado de F. pseudocircinatum
apresentou micélio aéreo, com pigmentacdo no meio e colénia com coloracdo laranja.
Macroconidios retos ou ligeiramente falciformes, afinando em direcdo a ambas as
extremidades, hialinos, apresentando de 3-5 septos e medindo 57,0 - 31,8 um de comprimento
e 45 - 3,7 um de largura. Os microconidios formandos em falsa cabega, de formato oval,
asseptado, medindo 8,3 - 6,3 um de comprimento e 3,4 - 2,7 um de largura. Presenca de
esporodéquio, sendo 0s mesmos esparsos e as células conidiogénicas formadas em
monofialides e/ou polifialides curtas. Hifas estéreis raramente se formavam. Clamiddsporos
ovais, hialinos e lisos. (Tabela 2, Figura 3, Figura 4).

Os isolados identificados como F. fabacearum apresentaram micélio aéreo, com
margens da colénia serrilhadas, pigmentacdo violeta, macroconidios levemente curvados,
afinando em direcdo a ambas as extremidades, hialinos, apresentando 3-5 septos e medindo
41,1 - 22,1 um de comprimento e 4,2 - 3,5 um de largura. Os microconidios formados em
falsas cabecas, de formato elipsoidal, sem septos e medindo 9,1 -5,9 um de comprimento e
entre 2,2 e 1,4 um de largura. Os esporodoquios formados abundantemente e as células
conidiogénicas formadas em monofialides, reduzidas a fidlides Unicas e curtas. Presenca de
clamiddsporos rugosos Unicos formados terminalmente e em cadeia (Tabela 2, Figura 3,
Figura 4).

Os isolados F11, F12, F13, F18, F20, F21, F22, F23, F24 e F28 de F. verticillioides
desenvolveram micélio aéreo, cultura de coloracdo violeta, lilas, rosa claro, laranja ou laranja
claro. Os macroconidios ligeiramente falcados e finos, sendo os mesmos tipicos dagueles
produzidos por espécies do complexo de espécies FFSC (LESLEI; SUMMERELL, 2006),



57

apresentando predominantemente de 3-5 septos e medicdo de 49,6 - 24,1 x 40 - 25 um e
ocasionalmente de 5 — 8 septos, medindo 71,4 - 354 x 4,2 - 1,5 um. Os microconidios
formados em falsas cabecas e/ou encontrados em cadeia apresentaram formato oval com base
achatada, asseptados, medindo de 11,9 - 6,0 x 3,1 - 1,5 um. Os esporoddquios esparsos e as
células conidiogénicas formadas em monofialides longas e em pares. Auséncia de
clamidosporos (Tabela 2, Figura 3, Figura 4).

Os isolados identificados como F. proliferatum apresentaram micélio aéreo abundante,
inicialmente branco, se tornando posteriormente de coloracdo lilas, rosa claro, amarelo,
amarelo claro e bege. Os macroconidios foram produzidos em grande nimero, relativamente
retos, sendo os mesmos tipicos das espécies do complexo FFSC (LESLEI; SUMMERELL,
2006) e apresentando de 3-5 septos, medindo entre 46,5 - 23,4 um de comprimento e 5,1 - 1,9
pum de largura. Os microconidios formados em falsas cabegas ou em cadeia, de formato oval,
asseptado, medindo entre 10,4 - 5,3 um de comprimento ¢ 4,1 - 1,5 pm de largura.
Esporodoquios e clamidésporos ndao form observados. Células conidiogénicas formadas em

monofialides e/ou polifialides (Tabela 2, Figura 3, Figura 4).
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Tabela 2. Caracteres morfologicos dos isolados de Fusarium spp. obtidos de sementes infectadas de girassol (Helianthus annuus L.).

I Coloragéo Dimensdes conidiais (um) Esporoddquio Septacao Cl Células conidiogénica  Disposi¢do dos microconidios
Micro Macro Mono Poli Falsa cabeca Cadeia

F4 Laranja 83-6,3x34-27 57,0-31,8x45-3,7 + 3-4 + + + + -
F5 Lilas 91-59x%x22-14 41,1-26,0x4,2-35 + 3-5 + + - +

F6 Violeta 84-49x22-19 39,2-22,1x4,1x3,9 + 3-5 + + - + -
F11 Lilas 95-8,2x29-22 49,1-348x3,0-1,8 + 3-5 - + - + -
F12 Laranja claro 10,4-65x3,1-2,2 46,4-38,1x3,4-1,6 + 3-5 - + - + +
F13 Lilas 10,1-5,3%x3,0-1,8 48,2-24,4x%x52-19 + 3-5 - + - + -
F18 Lilas 94-72x28-1,7 496-241x4,0-25 + 3-5 - + - - +
F20 Rosa claro 119-9,0x3,9-2,2 714-354x%x4,2-15 + 5-8 - + - + +
F21 Violeta 10,7-6,1x3,3-1,9 67,0-505x4,4-2,1 + 5-7 - + - - +
F22 Bege 104-46x3,2-1,7 39,2-28,1x4,4-22 + 3-5 - + - - +
F23 Violeta 95-86x34-28 55,0-27,1x4,6-19 + 5-6 - + - + -
F24 Rosa claro 119-6,0x3,1-15 456-24,0x4,0-2,8 + 3-5 - + - + -
F28 Amarelo claro 93-72x35-22 50,2-24,1%x3,7-2,3 + 3-5 - + - + +
F29 Rosa claro 8,7-6,6x3,6-1,7 36,2-246x4,2-2,4 - 3-5 - + + + +
F30 Amarelo claro 9,2-80x20-19 425-34,4x4,1-2,3 - 3-5 - + + + +
F36 Amareloclaro 10,1-7,7x2,6-2,1 33,2-246x38-24 - 3-5 - + + + +
F38 Lilas 9,7-68x3,1-2,4 43,3-29,7x4,0-2,3 - 3-5 - + + + +
F39 Bege 10,4-59x25-1,9 46,5-250x51-25 - 3-5 - + + + +
F46 Rosa claro 96-6,1x41-27 419-234x41-19 - 3-5 - + + + +
F48 Amarelo 10,4-53x%x3,2-15 458-354x45-29 - 3-5 - + + + +

| — isolado, Cl — clamiddsporos, Mono — monofialide, Poli — polifialide, FFSC - refere-se ao Complexo de espécies, ‘Fusaium fujikuroi Species Complex’, FOSC - refere-se
ao complexo de espécies, ‘Fusarium oxysporum Species Complex’. Presenga (+), Auséncia (-).
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Os isolados de Fusarium foram altamente variaveis quanto a pigmentagéo sob as

condic&o de crescimento testadas (Figura 3).

Figura 3. Coloracdo das col6nias dos isolados de Fusarium spp. obtidos de sementes
infectadas de girassol (Helianthus annuus L.). crescidos em meio BDA. F4:
F. pseudocircinatum; F5 e F6: F. fabacearum; F11, F12, F13, F18, F20, F21,
F22, F23, F24 e F28: F. verticillioides; F29, F30, F36, F38, F39, F46 e F48:
F. proliferatum.

Na Figura 4 é possivel verificar a forma e o nimero de septos dos macroconidios
de F. pseudocircinatum (Figura 4A), F. fabacearum (Figura 4B), F. verticillioides
(Figura 4C e 4D) e F. proliferatum (Figura 4E), bem como outras estruturas
desenvolvidas pelos fungos, como hifas estéreis no isolado F4 de F. pseudocircinatum
(Figura 4F), células conidiogénicas formadas em monofialides e polifialides longas,
desenvolvidas nos isolados de F. pseudocircinatum e F. proliferatum (Figura 4G),
células conidiogénicas formadas em monofialides longas observadas nos isolados de F.
verticillioides (Figura 4H), células conidiogénicas formadas em monofialides curtas
observadas nos isolados F. fabacearum (Figura 41) e a formacdo de clamidosporos nos

isolados F4 de F. pseudocircinatum e F5e F6 de F. fabacearum (Figura 4J, 4K e 4L).
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Figura 4. Caracteristicas morfologicas dos isolados de Fusarium spp. obtidos de sementes
infectadas de girassol (Helianthus annuusL.). A. Macroconidio de F.
pseudocircinatum; B. Macroconidio de F. fabacearum; C. Macroconidio de F.
verticillioides; D. Macroconidio de F. verticillioides; E. Macroconidio de F.
proliferatum; F. Hifas estéreis enroladas em F. pseudocircinatum; G. Conidioforo
em polifidlide; H. Monofialides longos com falsa cabeca; I. Monofialides curtos
com falsa cabeca; J. Clamidosporo verrucoso Unico na ponta das hifas (terminal);
K. Clamidésporo verrucoso Unico e; L. Clamiddsporos intercalar ou em cadeias.
(Barrade escala = 20 pm).

O IVCM variou de 2,6 cm.dia® e 1,6 cm.dia®. O isolado F6 (F. fabacearum)
apresentou os maiores 1IVCM, enquanto que o menor foi observado no isolado F38 (F.
proliferatum). O didmetro das col6nias variou significativamente de 4,77 cm a 8,00 cm em
meio BDA aos sete dias de cultivo. Observou-se que uma grande varia¢do na capacidade de
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producdo de conidios entre os isolados das diferentes espécies de Fusarium analisadas, com

valores de 28,1 conidios.mL™ a 1,4 conidios.mL™ (Figura 5).
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Figura 5. indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM), crescimento micelial

(CM) e producdo de conidios (PC) de isolados de Fusarium spp. em de
sementes infectadas de girassol (Helianthus annuusL.). F4: F.
pseudocircinatum; F5 e F6: F. fabacearum; F11, F12, F13, F18, F20, F21,
F22, F23, F24 e F28: F. verticillioides; F29, F30, F36, F38, F39, F46 e F48:
F. proliferatum.

A maioria das caracteristicas morfologicas das isolados pertencentes F.
pseudocircinatum corroboram a literatura (LESLEI; SUMMERELL, 2006). Entretanto,

algumas caracteristicas ndo se assemelharam as descritas para as espécies desse

complexo Fusarium fujikuroi, tais como, coloracdo de colbnia, tamanho de

macroconidios, diametro e velocidade de crescimento micelial em alguns isolados.

3.4. Prevaléncia de espécies de Fusarium

As espécies de Fusarium associadas a sementes de girassol diferem na

prevaléncia total (Figura 6). Fusarium proliferatum foi a espécie mais abundante,

representando 47% dos isolados obtidos. Enquanto que F. pseudocircinatum (8,1%) e

F. fabacearum (12,2%) foram os menos prevalentes, estando restrito a trés cultivares de

girassol (Figura 6).
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Figura 6. Prevaléncia de espécies de Fusarium associadas a sementes de diferentes
cultivares de girassol (Helianthus annuus L.).

3.5. Transmissdo semente-plantula de Fusarium spp.

As quatro espécies de Fusarium avaliadas (F. pseudocircinatum, F. fabacearum,
F. verticillioides e F. proliferatum) foram patogénicas a cultura do girassol e
transmitidas por sementes, sendo responsaveis por morte na pré ou pés-emergéncia em
taxas diferentes, dependendo do isolado utilizado. Observou-se que 100% das plantas
n&o inoculadas se mantiveram saudaveis durante o periodo de avaliagdo, demonstrando
que os sintomas nas plantas ocorreram em decorréncia da inoculagdo com Fusarium
spp..

O crescimento de estruturas do patdgeno foi verificado em sementes apodrecidas
e plantulas sintomaticas (Figura 7A, 7B e 7C). Os sintomas observados foram podridéo
do colo e tombamento (Figura 7B), escurecimento vascular de plantulas (Figura 7D),
subdesenvolvimento das plantulas infectadas (Figura 7E) e podriddo das folhas
cotiledonares (Figura 7F). Com o progresso da doenca constatou-se a morte das
plantulas sintomaticas.
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A presente pesquisa mostra que o uso de sementes infectadas pode ocasionar
danos significativos a essa cultura, resultando em apodrecimento das sementes e outros
sintomas nas plantas, sendo a murcha a mais frequente.

De acordo com Chalam et al. (2020) o in6culo presente nas sementes €
facilmente disseminado e introduzido em areas isentas, podendo determinar o ciclo
inicial da doenga e infestar, de forma definitiva, o campo de cultivo. Com isso, a
utilizacdo de sementes com qualidade sanitaria se constitui como um dos principais
meios de reduzir disseminacdo e introducdo de patdgenos nos campos de cultivo
(GAUR et al., 2020).

Figura 7. Sintomas de Fusarium spp. em sementes e plantulas de girassol (Helianthus
annuus L.). A. Sementes deterioradas e com crescimento fingico; B. Plantula
com crescimento fungico; C. Sementes e plantulas necrosadas; D. Corte
longitudinal do caule com escurecimento vascular; E. Subdesenvolvimento de
plantula; F. Podriddo de folhas cotiledonares.

Espécies de Fusarium se associam as sementes de muitas culturas, causando
perda de germinacéo, vigor e aumento de doencas nas plantas infectadas (MUKHTAR,
2009). No entanto, poucos sé@o os relatos sobre a transmisséo de Fusarium spp. a partir
de sementes de girassol. Trabalhos pioneiros observaram sintomas como deterioragéo
de sementes, podriddo do colo, escurecimento vascular, murcha, subdesenvolvimento
em plantulas ao inocular F. anthophilum, F. moniliforme, F. proliferatum, e F.
subglutinanos, F. chlamydosporum e F. sporotrichioides (SHARFUN-NAHAR,;
MUSHTAQ, 2006) e F. equiseti F. longipes, F. scirpi. F. oxysporum, F. pallidoroseum
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e F. solani (SHARFUN-NAHAR; MUSHTAQ, 2007) via sementes. Os sintomas
observados por esses autores foram semelhantes aos encontrados no presente trabalho.

A germinacdo e sanidade das sementes foram avaliadas previamente a
inoculacdo, sendo observada a germinacéo de 93% e 0% de incidéncia de Fusarium spp.
nas sementes do lote da cv BRS 324 avaliada neste estudo, apresentando um padrédo de
qualidade para uso na realizacdo do estudo de transmissdo. Em casa de vegetacdo, no
tratamento controle, observou-se 80% de emergéncia. As plantulas ndo apresentaram
sintomas de doenca e ndo foi detectado Fusarium spp. causando podriddo nos 20% das
sementes que ndo germinaram (Tabela 3).

Ao inocular as sementes com os 49 isolados de Fusarium spp., observou-se no
ensaio de emergéncia, que um total de 30 isolados diferiram do tratamento controle,
com valores de 55% a 70%??? e reducdo de emergéncia variando de 90,6% a 16,3%
(Tabela 2). A inoculacdo com os isolados de F. pseudocircinatum, F. fabacearum, F.
verticilioides e F. proliferatum resultou em uma alta porcentagem de sementes nédo
germinadas com Fusarium spp. (NCF), com valores de 16,3% a 84,7% de sementes
apodrecidas. Para o isolado F9 de F. fabacearum, ndo foram detectadas plantulas com
sintomas de doenca, no entanto, observou-se alta porcentagem de sementes apodrecidas
(63,8%) em decorréncia da inoculagdo com esse isolado (Tabela 3).

Com relacdo a porcentagem de plantulas sintomaéticas, 40 isolados diferiram do
tratamento controle. Os isolados F6 de F. fabacearum, F13, F14, F15, F19 e F21 de F.
verticilioides, F35, F41 e FA7 de F. proliferatum foram os que apresentaram as maiores
porcentagens de plantulas sintométicas, com porcentagens que variaram de 47,7% a
69,0%. J& para as plantulas assintomaticas, todos os isolados de F. pseudocircinatum se
mostraram menos virulentos, com porcentagens de plantulas assintomaticas de 97,0% a
86,3%, ndo diferindo do tratamento controle (Tabela 3).

Todos os isolados de Fusarium spp. foram patogénicos a cultivar BRS 324 de
girassol e provocaram danos de pré e poOs-emergéncia e os valores de taxa de
transmissao e incidéncia total de doenga variaram de 3,0% a 30,0% e 9,0% a 68,0%,
respectivamente, com destaque para os isolados F13, F14, F19, F23, F24, F25 e F46 de
F. verticillioides e F35, F36, F41 e F47 de F. proliferatum. Em 68% das plantulas
sintomaticas, observou-se que 0s sintomas se desenvolveram progressivamente até o

15° dia pos-emergéncia (Tabela 3).
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Tabela 3. Porcentagem de emergéncia (E), plantulas ndo emersas (NE), sementes nédo
germinadas com Fusarium spp. (NCF), sementes ndo germinadas sem
Fusarium spp. (NSF), plantulas sintomaticas (PS), plantulas assintomaticas
(PA), taxa de transmisséo (TT) e incidéncia total de doenca (IT) no teste de
transmissdo de 49 isolados de Fusarium spp. em sementes de girassol
(Helianthus annuus L.).

Espécie I Transmissao (%)
E NE NCF NSF PS PA TT IT
Controle T 8a 20c 00c 100,0a 0,0d 1000a O0Oe Od

F. pseudocircinatum F1 64b 36b 605a 395c 9,2d 90,8a 10d 26¢
F. pseudocircinatum F2 67b 33b 482b 518b 45d 955a 3e 19c
F. pseudocircinatum F3 69b 31b 482b 518b 3,0d 97,0a 8e 15c
F. pseudocircinatum F4 70b 30b 721a 30,1c 13,7c 863a 17d 28c

F. fabacearum F5 66b 34b 515b 485b 397b 60,3c 26c 44b

F. fabacearum F6 70b 30b 405b 595b 47, 7a 523d 32c 45b

F. fabacearum F7 69b 31b 363b 63,7b 119d 881la 8e 19d

F. fabacearum F8 68b 32b 71,2a 288c 365b 635c 24c 47b

F. fabacearum F9 8la 19c¢ 63,8a 36,3c 0,0d 100,0a 0Oe 12d

F. fabacearum F10 64b 36b 564a 436c 222c¢c 778b 15d 36b
. verticillioides F11 70b 30b 71,7a 283c 397b 603c 27c 48b
. verticillioides F12 80a 20c 498b 50,2b 222c 778b 18d 27c
. verticillioides F13 71a 29c¢ 329b 67,1b 690a 310e 50a 6la
. verticillioides F14 65b 35b 806a 194c 573a 427d 37b 65a
. verticillioides F15 67b 33b 40,1b 599b 498a 502d 33b 46b
. verticillioides F16 71a 29c¢ 514b 486b 41,1b 589c 29c 44b
. verticillioides F17 69b 31b 76,4a 236c 233c 76,7b 16d 39b
. verticillioides F18 75a 25c¢ 373b 62,7b 354b 646c 26c 35¢c
. verticillioides F19 62b 38a 675a 325c 486a 514d 30c 68a
. verticillioides F20 62b 38b 675a 325c 344b 656¢c 21c 47b
. verticillioides F21 78a 22c¢ 73, 7a 263c 19,1c¢ 809b 15d 3lc
. verticillioides F22 68b 32b 41,7b 583b 20,1c 799b 13d 27c
. verticillioides F23 65b 35b 84,7a 153c 376b 625c 24c 54a
. verticillioides F24 77a 23c¢c 90,6a 94c 39,6b 60,4c 31c b5la
. verticillioides F25 69b 31b 688a 31,3c 609a 391e 42a 63a
. verticillioides F26 55b 45b 742a 258¢c 6,8d 93,2 a 4e 37D
. verticillioides F27 72a 28c¢c 610a 390c 219c¢c 781b 16d 33c
. proliferatum F28 68b 32b 16,3c 838a 193¢ 80,7b 14d 20d
. proliferatum F29 71a 29c¢ 342b 658b 7,1d 929a 5e 15d
. proliferatum F30 77a 23c¢ 21,7c¢ 783a 4,0d 96,1a 3e 9d
. proliferatum F31 64b 36b 609a 391c 331b 669c 21c 43b
. proliferatum F32 72a 28c 482b 518b 421b 579c 28c 44b
. proliferatum F33 71a 29c¢ 27,7c 723a 70d 93,0a 5e 13d
. proliferatum F34 75a 25c 298c 70,2a 360b 640c 27c 34c
. proliferatum F35 60b 40b 699a 302c 499a 501d 30c 58a
. proliferatum F36 70b 30b 729a 27,1c 445b 555d 31c¢c b52a
. proliferatum F37 57b 43b 657a 343c 228c 772b 13d 41b
. proliferatum F38 67b 33b 40,1b 599b 354b 646c 24c 37b
. proliferatum F39 72a 28c 495b 505hb 8,5d 915a 6e 19d
. proliferatum FAO 74a 26¢ 194c 806a 20,1c 799b 15d 20d
. proliferatum F41 69b 31b 692a 308c 505a 495d 35b b56a
. proliferatum F42 75a 25c 589a 411c 335b 665c 25c¢c 39D
. proliferatum FA3 77a 23c 352b 648b 156¢ 844b 12d 21d

e e e e s e s e e n i s s M s s s s s s L L L L A e a e e e e e e e e p i n B B n By |
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Cont. Tabela 3

F. proliferatum F44 70b 30b 609a 391c 199c 801b 14d 32¢c
F. proliferatum F45 72a 28c 674a 326c 418b 582c 30c 49b
F. proliferatum F46 69b 31b 754a 246¢c 333b 66,7c 23c 46b
F. proliferatum F47 74a 26c¢c 605a 395c¢c 499a 50,1d 37b 53a
F. proliferatum F48 68b 32b 270c 73,0a 370b 630c 25c 34c
F. proliferatum F49 72a 28c 67,0a 330c 27,7c 723b 20c 38b

Médias com letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p<0.05). ISO

= Isolados.

A ocorréncia de microrganismos nas sementes ndo garante que 0 mesmo ir4
ocasionar problemas a determinada cultura, j& que as sementes naturalmente abrigam
uma grande diversidade dos mesmos. A existéncia de determinados microrganismos
pode afetar a qualidade das sementes ou desenvolvimento e rendimento da cultura e, por
fim, a produgdo. Com isso, estudos de transmissdo desses patdgenos sdo necessarios
para que se possa realizar o manejo adequado destes patdgenos associados as sementes
(SHADE et al., 2017).

Para Fusarium spp. em sementes de girassol, nenhum padrdo sanitario foi
estabelecido nos programas de certificagdo. No entanto, a alta incidéncia desse género
em sementes, sob condicBes favoraveis, pode afetar a germinacdo das sementes e o
desenvolvimento das plantas em campo, causando danos expressivos na cultura
(MACHADO et al., 2013). A partir dos resultados do teste de transmissao, observa-se
que o alto potencial de inéculo dos isolados de Fusarium spp. nas sementes de girassol,
resultam em danos expressivos nas sementes e afeta o desempenho das plantulas.

Fungos vasculares, como Fusarium spp., que causam infeccdo sistémica,
geralmente apresentam alta taxa de transmissdo em sementes associadas, alcangando
facilmente o sistema vascular das plantas apds a germinagdo, dependendo do gendtipo
utilizado (KARAJEH, 2006). Além do potencial direto da transmissao sobre a cultura,
que provoca perdas econdmicas nas areas afetadas, as sementes
contaminadas/infectadas com esse patégeno podem servir de veiculo de disseminagdo
local e em longas distancias, servindo como inoculo inicial da doenga em &reas isentas
(SHADE et al., 2017).

Com base na analise de componentes principais (PCA) foi possivel identificar
quais varidveis analisadas apresentaram maior importancia na caracterizacdo dos
isolados em relagdo aos diferentes niveis de viruléncia no teste de transmisséo e o efeito

na emergéncia das sementes dentro de cada componente. Os componentes principais
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CP1 e CP2 apresentaram uma variacdo total de 59,45% e 23,87%, respectivamente, e a
soma desses dois valores explicaram 83,32% da variagcdo acumulada (Tabela 4).

As varidveis mais representativas na CP; foram sementes ndo germinadas com
Fusarium spp. (NCF), plantulas sintomaticas, taxa de transmissdo e incidéncia total de
doenca, apresentando autovalores iguais a 0,797; 0,819; 0,778 e 0,981. Ja para CP2, a
variavel mais representativa foi a taxa de transmissdo, com autovalores iguais a 0,625,
sendo considerados bons indicadores na avaliacdo da patogenicidade dos 49 isolados de
Fusarium spp. inoculados em sementes de girassol (Tabela 4).

De acordo com Silva et al. (2017), para cada componente principal, os valores
de correlagdo iguais ou superiores a 0,6 sdo considerados relevantes e com poder
discriminatorio. Os resultados observados nesse estudo sugerem que em estudos futuros
de transmissdo, as variaveis sementes ndo germinadas com Fusarium spp. (NCF),
porcentagem de plantulas sintomaticas, taxa de transmisséo e incidéncia total de doenca

devem ser utilizadas na caracterizagdo de isolados de Fusarium spp. em girassol.

Tabela 4. Contribuicdo das variaveis em cada eixo dos componentes principais nas
variacdes dos indices de emergéncia das sementes de girassol (Helianthus
annuus L.) infectadas por Fusarium spp..

Autovalores

Variaveis CP1 CP2
Emergéncia (E) -0,518 0,489
N&o emersas (NE) 0,518 -0,489
Nao germinadas com Fusarium sp. (NCF) 0,797 -0,452
N&o emersas sem Fusarium sp. (NSF) -0,798 0,451
Reducédo da emergéncia (RE) 0,797 -0,452
Plantulas sintomaticas (PD? OU PS?) 0,819 0,563
Plantas assintomaticas (PS) -0,819 -0,563
Taxa de Transmissdo (TT) 0,778 0,625
Incidéncia Total de doenca (ID) 0,981 0,182
Autovalores 5,350 2,149
Variancia acumulada (%) 59,45 23,87

Os isolados de F. pseudocircinatum, F. fabacearum, F. verticillioides e F.
proliferatum variaram em viruléncia e foram divididos em trés grupos distintos, sendo
classificados como alta, moderada e baixa viruléncia. A formacdo dos grupos mostrou
claramente a diferenca entre os isolados da mesma espécie (Figura 8).

Com base na incidéncia da doenca, 20,4% dos isolados foram distribuidos no
grupo classificado como de alta viruléncia, 57,1% dos isolados como de moderada

viruléncia e 22,4% foram agrupados como baixa viruléncia (Figura 8).
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Dos isolados estudados, os de F. verticilioides (F13, F14, F19, F23, F24 e F25) e
F proliferatum (F35, F36, F41 e FA7) apresentaram uma alta viruléncia. A formacao
desse grupo estd altamente correlacionada a uma elevada porcentagem de plantulas
sintomaticas e alta taxa de transmissdo pelas sementes. Um total de 28 isolados foi
agrupado em moderada viruléncia, sendo essa classificacdo observada em isolados
pertencentes a todas as espécies de Fusarium spp. que foram inoculadas nas sementes
de girassol e 11 isolados foram agrupados em baixa viruléncia. A moderada viruléncia
foi observada para os isolados F2 e F3 de F. pseudocircinatum, F7 e F9 de F.
fabacearum, F28, F29, F30, F33, F39, F40 e F43 de F. proliferatum e esta
correlacionada a uma alta porcentagem de plantulas emersas assintomaticas e de

sementes ndo germinadas sem Fusarium spp. (Figura 8).

Viruléncia:

[@] Ata

IE' Moderada
Izl Baixa

|E| N&o Virulento

CP2(23.87%)

;26

-6 -3 0 3 6
CP1(59.44%)

Figura 8. Andlise de componentes principais (ACP) dos isolados de Fusarium spp.
agrupados em diferentes niveis de patogenicidade em relacdo aos indices de
germinacdo. Os elipses vermelho, azul, verde, e laranja representam a
distdncia euclidiana do centroide no intervalo de confianca (p<0.05). E =
emergéncia, NE = Plantulas ndo emersas, NCF = sementes ndo germinadas
com Fusarium spp., NSF = sementes ndo germinadas sem Fusarium spp., RE
= reducdo de emergéncia, PS = plantulas sintométicas, PA = plantulas
assintomaéticas, TT = taxa de transmissdo e IT = incidéncia total de doenca.
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Essa variacdo no nivel de viruléncia entre os diferentes isolados da mesma
espécie, com a variacdo na capacidade dos isolados de causar doenca € bem
documentada para o género Fusarium spp. (HERRON et al., 2015). Além dos fatores
ambientais (umidade ambiental e do solo, temperatura, vento, chuva e luz), praticas
culturais (tipo de solo/substrato, pH, populacdo de plantas, profundidade de semeadura
e época de plantio, fertilizacdo, entre outros) e vigor das sementes, a transmissao de um
determinado patdgeno das sementes para plantulas também estd relacionada com a
viabilidade e capacidade de sobrevivéncia do inéculo nas sementes (GARCIA JUNIOR
et al., 2008), podendo estas caracteristicas diferirem de um isolado para outro.

A porcentagem de plantulas doentes correlacionou-se positivamente com
porcentagem da taxa de transmissdo (r = 0,99) e incidéncia total (r = 0,91) e
correlacionou-se negativamente com plantulas sadias (r = -1,00). Para a variavel
plantulas sadias, também se observou uma correlacdo negativa para taxa de transmisséo
(r=-0,99) e incidéncia total (r =-0,91) (Figura 9).

Para emergéncia, constatou uma correlacdo negativa com porcentagem de
plantulas ndo emersas (r = -1,00). JA& 0 numero de sementes ndo germinadas com
Fusarium spp. (NCF) teve uma correlacdo positiva com reducdo de emergéncia (r =
1,00) e negativa com numero de sementes ndo germinadas sem Fusarium spp. (NSF) (r
= -1,00). O nimero de sementes ndo germinadas sem Fusarium spp. também se
correlacionou negativamente com as variaveis reducdo de emergéncia (r = -1,00) e
incidéncia total (r = -0,68). Com relacdo a incidéncia total, observou-se que a mesma se
correlacionou positivamente com a taxa de transmissdo (r = 0,88) e redugdo de
emergéncia (r=0,68) (Figura 9).
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Figura 9. Matriz de correlagdo entre as varidveis de germinacdo em sementes de girassol (Helianthus annuus L.) infectadas por Fusarium spp..
* *x *xx = Apdlise de correlacdo de Pearson significativo a p<0.05, p<0.01, p<0.001 respectivamente. E = emergéncia, PS = plantulas sintomaticas, PA = plantulas
assintomaticas, NE = plantulas ndo emersas, NCF = sementes ndo germinadas com Fusarium spp., NSF = sementes ndo germinadas sem Fusarium spp., IT = incidéncia total
de Fusarium spp., TT = taxa de transmissdo e RE = reducdo de emergéncia.
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Os resultados indicaram que os isolados de Fusarium spp. inoculados nas sementes cv
BRS 324 de girassol, afetaram as plantas direta e indiretamente, causando podriddo nas
sementes ou comprometendo as plantulas emersas, com alta taxa de transmissdo e indices de
doenca.

Tem sido relatado que Fusarium spp. causa deterioracdo e impede o desenvolvimento
radicular em sementes inoculadas (RAMOS et al., 2014). Em outro estudo, observa-se que
ndo ocorre reducdo da germinacdo em sementes inoculadas por F. graminearum, no entanto,
esse patogeno causa podriddo das raizes e morte de plantas infectadas (YANG et al., 2011).

Com isso, pode-se afirmar que o uso de sementes de boa qualidade € um fator
preponderante para 0 sucesso agricola, uma vez que sdo consideradas um dos principais
insumos agricolas, que transporta para o campo todo o potencial genético da espécie, e, para
que este se expresse, € necessario, dentre outros fatores, que possuam elevado potencial
fisioldgico e auséncia de patdgenos (RAMOS et al., 2014).

Lotes de sementes de girassol infectados por Fusarium spp., como F.
pseudocircinatum, F. fabacearum, F. verticillioides e F. proliferatum, resultam em danos
expressivos e podem desempenhar um papel significativo como fonte de in6culo para areas
isentas. Além do potencial de indculo dessas espécies, a avaliagdo das condi¢gdes ambientais e
mais genoétipos do hospedeiro sdo necessarios para melhor estimar e compreender a relacdo
dessas espécies com a cultura e as condicOes ideais de doenca. Essas informacGes podem
contribuir para o desenvolvimento de métodos mais precisos de controle de patdégenos em

sementes, bem como selecionar a resisténcia contra Fusarium spp..
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4. CONCLUSAO

Quatro espécies de Fusarium (F. fabacearum, F. pseudocircinatum, F. verticillioides e
F. proliferatum) foram identificadas em sementes de girassol.

As espécies de Fusarium identificadas associadas as sementes de girassol
apresentaram alta variag&o intraespefica e morfologica.

Fusarium proliferatum foi 0 mais prevalente e estd associada atodas cultivar de
girassol.

F. pseudocircinatum, F. fabacearum, F. verticillioides e F. proliferatum sdo
patogénicos a cultura do girassol e transmitidos via sementes.

As espécies de Fusarium spp. causam podriddo de sementes, podriddo do colo e
tombamento, escurecimento vascular, subdesenvolvimento das plantulas infectadas, podriddo

das folhas cotiledonares e interferiram na emergéncia de plantulas de girassol.
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CAPITULO III

MICROBIOLIZACAO DE SEMENTES DE GIRASSOL COM Trichoderma sp. PARA
CONTROLE DE Fusarium proliferatum

FARIAS, O. R. Microbiolizagdo de sementes de girassol com Trichoderma sp. para
controle de Fusarium proliferatum. (Doutorado em Agronomia). Programa de PoOs-
Graduagdo em Agronomia, Universidade Federal da Paraiba. Areia, PB. 2020.

RESUMO

A murcha do girassol é ocasionada por diversas espécies de Fusarium e se constitui em uma
ameaca a producdo desta cultura. Para 0 manejo da doenca, medidas preventivas devem ser
adotadas, como a microbiolizacdo de sementes com Trichoderma sp.. O controle bioldgico
ndo oferece riscos a saude do homem e ao meio ambiente e pode proporcionar aumento da
produtividade. Esta pesquisa objetivou avaliar o potencial antagdnico de Trichoderma sp.
sobre Fusarium proliferatum e seu potencial no manejo da murcha na cultura do girassol.
Foram utilizados sete isolados de Trichoderma sp. (TCHO1, TCHO02, TCHO03, TCHO04,
TCHO05, TCHO06 e TCHO7) no antagonismo a F. proliferatum (F32), obtidos por meio de
sementes de girassol infectadas. Para testar o potencial antagonico de Trichoderma sp. sobre o
patdgeno, foram realizados testes de cultura pareada, antibiose e micoparasitismo. A sanidade
das sementes de girassol inoculadas com patdgeno e tratadas com o antagonista foi avaliada
pelo método Blotter test. Também se avaliaram a germinacdo e emergéncia das sementes???
microbiolizadas. Em casa de vegetacdo, avaliaram-se a incidéncia, severidade, o0 comprimento
da parte aérea, numero de folhas, a massa fresca e seca da parte aérea e raizes e a atividade
das enzimas peroxidase (POD), polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina aménia liase (FAL) em
plantas de girassol com 57 dias apds a semeadura. Quanto ao controle de F. proliferatum,
todos os isolados de Trichoderma sp. foram superiores ao tratamento controle. A producéo de
metabolitos volateis € um mecanismo de acdo comum a todos esses isolados. A
microbiolizacdo das sementes é eficiente na reducdo da incidéncia de F. proliferatum e na
promocdo do crescimento das plantulas de girassol. A incidéncia e severidade da murcha
foram significativamente reduzidas nas plantas de girassol inoculadas com Trichoderma sp.
via sementes. A inducdo de resisténcia foi observada com a atividade das enzimas peroxidase,
polifenoloxidase e fenilalanina aménia liase em plantas de girassol que receberam o
tratamento com Trichoderma sp. via sementes, sendo todas relacionadas a defesa vegetal.

PALAVRAS-CHAVE: Helianthus annuus L.. Patologia de Sementes. Controle biol6gico.
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FARIAS, O. R.. Microbiolization of sunflower seeds with Trichoderma sp. for control of
Fusarium proliferatum (Doctorate in Agronomy). Programa de Po6s-Graduacdo em
Agronomia, Universidade Federal da Paraiba. Areia, PB. 2020.

ABSTRACT

Sunflower wilt is caused by several species of Fusarium and the production of this culture
constitutes a threat. For the management of the disease, preventive measures must be adopted,
such as the microbiolization of seeds with Trichoderma sp.. Biological control does not pose
risks to human health and the environment and can provide increased productivity. This
research aimed to evaluate the antagonistic potential of Trichoderma sp. on F. proliferatum
and its potential in the management of sunflower wilt. Seven isolates of Trichoderma sp.
(TCHO1, TCHO02, TCHO3, TCHO4, TCHO5, TCHO06 and TCHO7) in antagonism to F.
proliferatum (F32), obtained through infected sunflower seeds. To test the antagonistic
potential of Trichoderma sp. on the pathogen, paired culture, antibiosis and mycoparasitism
tests were performed. The health of sunflower seeds inoculated with pathogen and treated
with the antagonist was evaluated by the Blotter test method. The germination and emergence
of microbiolized seeds were also evaluated. In the greenhouse, the incidence, severity, length
of the aerial part, number of leaves, fresh and dry mass of the aerial part and roots and the
activity of the enzymes peroxidase (POD), polyphenoloxidase (PPO) and phenylalanine
ammonia lyase (FAL) were evaluated in sunflower plants 57 days after sowing. All isolates of
Trichoderma sp. were superior to the control treatment in the control of F. proliferatum. The
production of volatile metabolites is a mechanism of action common to all these isolates. The
microbiolization of seeds is efficient in reducing the incidence of F. proliferatum and in
promoting the growth of sunflower seedlings. The incidence and severity of wilt were
significantly reduced in sunflower plants inoculated with Trichoderma sp. via seeds.
Resistance induction was observed with the activity of the enzymes peroxidase,
polyphenoloxidase and phenylalanine ammonia lyase in sunflower plants that received
treatment with Trichoderma sp. via seeds, all of which are related to plant defense.

KEYWORDS: Helianthus annuus L.. Seed Pathology. Biological control.
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1. INTRODUCAO

O girassol (Helianthus annuus L.) € uma cultura amplamente cultivada em diversos
paises e destaca-se pelos multiplos usos e amplo aproveitamento, podendo ser utilizada na
producdo de biodiesel, 6leo comestivel, silagem, farelo, mel, alimento para passaros e,
também, como planta ornamental (LUSTRI et al.,, 2017). Sua produtividade pode ser
suprimida por patdgenos como os do género Fusarium spp., agente causal da murcha
vascular, constituindo-se em umas das principais ameacas em todos 0s estagios de
desenvolvimento da cultura, sendo responsavel por danos significativos (REN et al., 2015;
KEERIO et al., 2017).

A ocorréncia de Fusarium spp. em areas cultivadas, mesmo em taxas relativamente
baixas, pode resultar em perdas significativas na producdo e produtividade. Este patogeno
causa, apodrecimento do sistema radicular, amarelecimento, murcha de folhas e ramos,
escurecimento vascular e morte das plantas infectadas (KEERIO et al., 2017). Além dos
problemas pds-emergéncia nas plantas, também é responsavel por ocasionar apodrecimento
de cotilédones e lesBes, seguidas de ruptura do hipocétilo, com reducdo significativa da
germinacdo e do vigor das sementes e plantulas infectadas.

Espécies de Fusarium formam um grupo cosmopolita que pode sobreviver, ser
facilmente disseminado e introduzido em areas isentas por meio de sementes infectadas,
determinando, assim, o ciclo inicial da doenca e infestando, de forma definitiva, os campos de
cultivo (SILVA FLAVIO et al., 2014). Além disso, a complexidade do sistema do solo e a
variabilidade genética do género Fusarium, tornam a doenca de dificil controle (MILANESI
etal., 2013).

A utilizacdo do controle bioldgico de doencas tem se destacado frente aos fungicidas
qguimicos, uma vez que esses produtos sintéticos sdo potencialmente perigosos para 0 meio
ambiente e para 0 homem (HILLEN et al., 2012) e podem causar resisténcia dos organismos
alvo advindos do uso inadequado, causando a perda da eficiéncia (LAZAROTTO et al.,
2013). Ademais, o uso de fungicidas ndo € recomendado no manejo de murchas vasculares,
uma vez que ndo controlam a infeccdo subsequente coloniza¢do do patdégeno no floema
(CARVALHO etal., 2011).

As espécies pertencentes ao género Trichoderma (Ascomycota, Hypocreales) estdo
amplamente disseminadas nos ecossistemas do solo e nas raizes das plantas (EL_KOMY et
al., 2015). Esse antagonista pode suprimir doengas de plantas através de seus efeitos diretos

sobre o patdgeno com uma combinagdo de varios mecanismos, incluindo competicdo por
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nutrientes e/ou espaco, antibiose associada a secrecdo metabdlitos e micoparasitismo direto,
envolvendo a producdo de enzimas que degradam a parede celular (DINESH et al., 2018;
FARIAS et al., 2020) ou pelos efeitos indiretos, com a capacidade de induzir a defesa das
plantas contra os patdgenos e promover o crescimento vegetal (ZEILINGER et al., 2016).

Além disso, Trichoderma spp. também sdo caracterizados por serem resistentes a
substancias tdxicas produzidas por outros microrganismos e tolerantes a diferentes tipos de
fungicidas (DARYAEI et al., 2016). Varios estudos indicam que espécies de Trichoderma séo
agentes eficazes de biocontrole para Fusarium, via tratamento de sementes, de indmeras
culturas (FERRIGO et al., 2014; BABYCHAN; SIMON, 2017; XUE et al., 2017; FARIAS et
al., 2019; SILVA et al., 2019).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi determinar o potencial de
isolados de Trichoderma sp. no controle de Fusarium proliferatum e no manejo da murcha do

girassol.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Localizacdo experimental

Os experimentos foram conduzidos em condi¢des de Laboratério de Fitopatologia e

Casa de Vegetacdo, pertencente a Universidade Federal da Paraiba, Areia-PB, Brasil.

2.2. Obtencéo e identificacdo de Trichoderma sp..

Os isolados de Trichoderma spp. utilizados foram obtidos a partir de isolamento direto
em sementes de diversas espécies vegetais e derivado de produto comercial (Tabela 1), sendo
0s mesmos identificados com auxilio de microscopio Otico, através de suas caracteristicas

morfoldgicas, auxiliados pela literatura especializada (SEIFERT et al., 2011).

Tabela 1. Origem dos isolados de Trichoderma sp..

Isolado Origem Local/ano de coleta
TCHO1 Trichodel® — Trichoderma asperellum -

TCHO02 Sementes de algod&o (Gossypium hirsutum L.) Juarez Téavora — PB/2015
TCHO03 Sementes de juca (Caesalpinia ferrea Mart. Ex Tul.var. ferrea) Sumé — PB/2018

TCHO04 Sementes de moringa (Moringa oleifera Lam.) Sousa — PB/2017
TCHO5 Sementes de feijdo fava (Phaseolus lunatus L.) Areia — PB/2016

TCHO06 Sementes de leucena (Leucaena leucocephala Lam. de Wit.) Areia — PB/2016

TCHO7 Sementes de arroz (Oryza sativa L.) Areia — PB/2017

2.3. Obtencdo e identificacdo do isolado de Fusarium proliferatum

O isolado de F. proliferatum (F32) pertence a colecdo de fungos fitopatogénicos do
Laboratorio de Fitopatologia (LAFIT), do Departamento de Fitotecnia e Ciéncias Ambientais
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Areia-PB, Brasil, obtido a partir de sementes de
girassol infectadas.

A identificacdo do patogeno foi realizada por meio da amplificacdo da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) de parte do gene do fator de alongamento (EF1) e parte do gene
da B-tubulina 2 (tub2) usando os iniciadores Fa + 7 e Ra + 6 (KARLSSON et al., 2016), e T1
e Iniciadores T22 (O'DONNELL; ZELNIK, 1997), respectivamente. Ap0s sequenciamento,
identificou-se o agente causal como F. proliferatum. O sequenciamento foi realizado no
Laboratory of Plant Virology and Laboratory of Mycology, do Mediterranean Institute for
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Agriculture, Environment and Development, pertencente & Universidade de Evora, localizada
em Evora, Portugal.

2.4. Origem das sementes de girassol

Foram utilizadas sementes de girassol, cv. BRS 324, safra 2017-2018, cedidas pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Algodao). As sementes foram
beneficiadas manualmente, através de observacdo visual, descartando as mal formadas e
atacadas por pragas (sementes parcial ou totalmente destruidas, com perfuracdes que

atingiram o embriéo).

2.5. Controle in vitro de Fusarium proliferatum com Trichoderma sp.

Para conducdo experimental, culturas puras obtidas de F. proliferatum e Trichoderma
spp. foram multiplicadas em meio de cultura BDA e mantidas em camara de incubacéo por

oito dias, a temperatura de 25+ 2 °C com fotoperiodo de 12 horas.

2.5.1. Teste de pareamento de culturas

O teste do pareamento de culturas foi realizado através da metodologia de cultura
pareada (DENNIS; WEBSTER, 1971). O patdgeno foi repicado dois dias antes de cada
isolado do antagonista, opostamente em cada placa de Petri, contendo meio de cultura BDA.
As placas foram incubadas a 25+ 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas. O delineamento foi
inteiramente casualizado, com quatro repetic@es (duas placas de Petri por repeticao).

Apbs sete dias da repicagem de Trichoderma sp., foi realizada a classificacdo do
agrupamento dos isolados do antagonista, de acordo com escala descrita por Bell et al. (1982),
conforme a Tabela 2.

Tabela 2. Escala de classificagdo de Trichoderma sp. proposta por Bell et al. (1982).

Classe Acéo do Trichoderma sp.

Trichoderma sp. cresce sobre 0 patégeno e ocupa toda a superficie do meio;
Trichoderma sp. cresce sobre pelo menos 2/3 da superficie do meio;
Trichoderma sp. ocupa aproximadamente metade da superficie do meio;
Trichoderma sp. cresce sobre 1/3 da superficie do meio;

Trichoderma sp. ndo cresce e 0 patdgeno ocupa toda a superficie da placa.

OB wWN -
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2.5.2. Agéo de micoparasitismo de Trichoderma sp. sobre Fusarium proliferatum

Para avaliar o micoparasitismo de Trichoderma sp. sobre F. proliferatum, foram
delimitados quatro quadrantes na parte inferior de placas de Petri (@ 9 cm), contendo meio
BDA com espessura de 3 mm. Em seguida, um pequeno fragmento, contendo col6nia do
patégeno, foi adicionado em uma das extremidades dos quadrantes e na outra extremidade foi
adicionado fragmento contendo o antagonista, com distancia aproximada de 1 cm.

As placas foram incubadas a 28 + 2 °C por 24 horas até ocorrer o contato entre as hifas
do patégeno e antagonista. Apds o contato estabelecido, o meio foi cortado na camada
limitrofe (entre o patdgeno e o antagonista) e colocado em uma lamina contendo lactofenol,
sendo realizada a observacao em microscopio 6tico, modelo Olympus BX53, com fotografias
registradas através da camera Olympus DP73 através do programa cellSens Dimension em
aumento de 20, 40 e 100x.

2.5.3. Acdo de metabolitos volateis de Trichoderma sp. sobre Fusarium proliferatum

Um disco da col6nia do patdgeno e um de cada antagonista, possuindo 5 mm de
diametro cada, foi adicionado individualmente no centro do fundo de diferentes placas de
Petri contendo meio BDA, sendo as placas ajustadas e vedadas com papel filme. As placas de
Petri foram incubadas a 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas, de forma que as bases
superiores fossem aquelas com o patégeno. O delineamento foi inteiramente casualizado,
utilizando-se quatro repeticdes, sendo cada repeticdo composta por 2 placas de Petri.

Durante sete dias foi realizada, diariamente, a medi¢do do didametro das col6nias de F.
proliferatum com uma régua milimetrada, em dois eixos ortogonais, descartando-se o disco (5
mm de didmetro cada) repicado da colbnia pura, sendo posteriormente calculada a média.
Esses dados foram utilizados no célculo do indice de velocidade de crescimento micelial
(IVCM), a partir de férmula apresentada por Oliveira (1991): IVCM= X (D-Da)/N, sendo:
IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial; D= didmetro médio atual da colonia;
Da= didmetro medio da colbnia do dia anterior; N= nimero de dias apds a inoculagéo.

Com os dados de crescimento micelial também foi calculada a porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial (PIC) do patdgeno e a taxa de crescimento micelial, de

acordo com as formulas apresentadas abaixo:
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PIC = (C-T / C) x 100, sendo: PIC = porcentagem de inibi¢do; C = crescimento radial
do patdégeno (mm) sozinho (controle); T = crescimento radial do patégeno (mm) sobre a
influéncia dos isolados de Trichoderma sp. (BASTQOS, 1997).

Ao final do experimento foi realizada a contagem de conidios formados ao 7° dia de
incubacéo. Para tal, em cada placa de Petri foram adicionados 10 mL de ADE. A suspensdo
foi filtrada em dupla gaze esterilizada e retirada uma aliquota de 10 pL e transferida para
hemacitdmetro, na qual foi feita a contagem de conidios ml™.

Com o namero de conidios foi calculada a porcentagem de inibicdo da esporulacdo
(PIE) de acordo com as formulas apresentadas abaixo: PIE = (Etc-C / Etc) x 100, onde: PIE =
porcentagem de inibi¢&o da esporulagdo; Etc = nimero de esporos do tratamento controle; C
= numero de esporos do patdgeno sobre influéncia dos isolados de Trichoderma sp.
(BASTOS, 1997).

2.6. Controle de Fusarium proliferatum em sementes tratadas com Trichoderma sp.

Para infestacdo das sementes de girassol, as mesmas foram previamente desinfestadas
com hipoclorito de sodio (1% por 3min), lavadas com ADE e colocadas para secar em
bandejas contendo papel filtro previamente esterilizado (BRASIL, 2009). As sementes foram
inoculadas com F. proliferatum através do contato direto das sementes com a col6nia do
patdgeno em placas de Petri contendo meio BDA + manitol com potencial osmotico ajustado
para—1,0 MPa (SOUSA et al., 2008) e mantidas a 25 + 2 °C por 48 horas.

Apo6s inoculacdo do F. proliferatum nas sementes de girassol, as mesmas foram
submetidas a microbiolizacdo com os sete isolados de Trichoderma sp.. As sementes foram
imersas nas suspensdes de esporos dos antagonistas a 1,0 x 10’conidios/mL™" por 5 min,

conforme descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Controle biolégico com Trichoderma sp. utilizados em sementes de girassol
(Helianthus annuus L.) previamente inoculadas com Fusarium proliferatum.

Tratamentos

C - Controle (Sementes desinfestadas com hipoclorito de sédio a 1% por 3 min)
TCHO1 - Sementes inoculadas com Trichoderma asperellum isolado de Trichodel®
TCHO2 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de algodédo
TCHO03 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de juca
TCHO4 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de moringa
TCHOS5 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de feijdo fava
TCHO6 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de leucena
TCHO4 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de arroz

F - Fungicida Captana (2409/100 kg de sementes).
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A acdo da microbiolizacdo das sementes sobre a incidéncia de F. proliferatum foi
avaliada pelo Blotter test (BRASIL, 2009), utilizando 200 sementes, divididas em dez
repeticbes de vinte sementes, sendo distribuidas individualmente em placas de Petri (@ 15
cm), sob condicdes assépticas, contendo dupla camada papel filtro, previamente esterilizada e
umedecidas com 20 mL ADE. As placas foram mantidas por sete dias a 25 + 2 °C.

Procedeu-se a visualizagdo e identificacdo de F. proliferatum nas sementes através de
descricdes de morfologia e por meio de literatura especializada (SEIFERT et al., 2011), com o
auxilio de microscépios o6tico. Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem de

incidéncia do fungo.

2.7. Testes de germinacdo e emergéncia em sementes de girassol microbiolizadas com

Trichoderma sp.

Para avaliar a influéncia dos agentes biocontroladores sobre a qualidade fisioldgica,
sementes de girassol, cv. BRS 324, foram submetidas aos tratamentos previamente descritos
na Tabela 3.

Apb6s microbiolizagdo das sementes, foram realizados os testes de germinacdo e
emergéncia, conforme Brasil (2009), utilizando-se 200 sementes por tratamento, distribuidas
em quatro repeticdes de 50 sementes.

2.7.1. Teste de germinacao

No teste de germinagdo, as sementes foram distribuidas em substrato de papel
Germitest®, previamente esterilizado e umedecido com a quantidade de ADE equivalente a
2,5 vezes 0 peso do papel seco. Apds semeadura, os papéis foram dispostos em formas de
rolos, alocados em sacos plasticos transparentes e acondicionados em camera de germinagdo
Biological Oxigen Demand (BOD), regulada a 25 + 2 °C com fotoperiodo de 12 horas.

As contagens de sementes germinadas foram realizadas diariamente do 4° ao 10° dia,
contabilizando-se as plantulas normais (raizes e hipocotilo).

A primeira contagem de germinacdo foi conduzida conjuntamente com o teste de
germinacdo, computando-se as sementes germinadas no 4° dia apos a semeadura (BRASIL,
2009).

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi conduzido em conjunto com o teste

de germinacdo, efetuando-se contagens diarias das sementes germinadas. O indice foi
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determinado de acordo com a férmula proposta por Maguire (1962): IVG = (G, + G, +
Gs...+Gp/ N1 + N2 + N3 +... Npy) sendo: IVG = indice de velocidade de germinacgdo; G;, G, e

n = numero de sementes germinadas no primeiro, segundo e Ultimo dia; N;, N2 e N, =
numero de dias decorridos da semeadura a primeira, segunda e Gltima contagem.

O comprimento e a massa seca das plantulas foram realizados ap6s o teste de
germinacdo. Com o auxilio de uma régua graduada, foram avaliados o comprimento de parte
aérea e raizes das plantulas normais, sendo os resultados expressos em centimetros por
plantula (cm.plantula™).

Posteriormente, foi determinada a massa seca da parte aérea e sistema radicular sendo
colocadas em sacos de papel Kraft e levados para estufa com circulacdo forcada de ar a
temperatura de 65 = 2 °C, até a obtencdo de peso constante, por 48 horas. Decorrido esse
periodo foram pesados em balanca analitica com precisdo de 0,001g e os resultados expressos

em g.plantula™.

2.7.2. Teste de emergéncia

O teste de emergéncia foi realizado em casa de vegetagdo e as sementes foram
semeadas em copos plasticos com dimensbes de 4,1 x 5,2 cm, contendo areia lavada,
previamente autoclavada por duas vezes (1,0 kgf/cm2 a 120 °C por 60 min, com intervalo de
24 h entre autoclavagens), cuja manutencdo da umidade foi realizada por meio de duas regas
diarias.

Para o teste de emergéncia, o critério de avaliacdo utilizado foi emissdo dos
cotilédones acima do substrato do 4° ao 10° dia, sendo os resultados em porcentagem. A
primeira contagem de emergéncia também foi conduzida conjuntamente com o teste de
emergéncia, computando-se as plantulas emersas no 4° dia ap6s a semeadura (BRASIL,
2009).

O indice de velocidade de emergéncia foi conduzido em conjunto com o teste de
emergéncia, sendo observado diariamente o numero de plantulas emersas. O indice foi
determinado de acordo com a férmula proposta por Maguire (1962): IVE = (G; + G, +
Gs...+Gn/ N1 + N2 + N3 +... Ny) sendo: IVE = indice de velocidade de germinacéo; Gy, G, e
Gy = namero de plantulas emergidas no primeiro, segundo e Gltimo dia; N1, N2 e N, = nimero
de dias decorridos da semeadura a primeira, segunda e Ultima contagem.

O comprimento e a massa seca das plantulas foram realizados no final do teste de

emergéncia. Com o auxilio de uma régua graduada, foram mensurados o comprimento de
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parte aérea e raizes das plantulas normais, sendo os resultados expressos em centimetros por
plantula (cm.plantula™).

Posteriormente, foi determinado a massa seca da parte aérea e o sistema radicular
sendo colocadas em sacos de papel Kraft e levados para estufa com circulacao forcada de ar a
temperatura de 65 + 2 °C, até a obtencdo de peso constante, por 48 horas. Decorrido esse
periodo foram pesados em balanca analitica com precisdo de 0,001g e os resultados expressos

em g.plantula™.
2.8. Teste de colonizacgdo endofitica

O teste de colonizacdo endofitica foi realizado com objetivo de avaliar a presenca de
Trichoderma sp. no interior de 6rgaos e tecidos de plantulas de girassol, como raizes, caules e
folhas. Para tanto, aos 21 dias ap6s a emergéncia, cinco plantulas de cada tratamento foram
lavadas em &gua e, de cada plantula foram retirados trés fragmentos de £1 cm das raizes, do
caule e das folhas.

O material foi desinfestado e em seguida disposto em placas de Petri, contendo 0 meio
de cultura BDA, as quais foram mantidas em camara de incubacdo por cinco dias, a
temperatura de 25 + 2 °C com fotoperiodo de 12 horas. Apds esse periodo, com auxilio de um
microscopio estereoscopico foi verificada a presenca (+) ou auséncia (-) de Trichoderma sp.

nas diferentes amostras.

2.9. Trichoderma sp. no manejo da murcha vascular causada por Fusarium proliferatum

através do tratamento de sementes

Para ensaios com infec¢cdo das sementes de girassol foram realizados ensaios em casa
de vegetacdo. As sementes foram previamente desinfestadas com hipoclorito de sédio (1%
por 3min), lavadas com ADE e colocadas para secar em condicdo ambiente (25 °C). As
sementes foram inoculadas com F. proliferatum através do contato direto das sementes com a
col6énia do patdgeno em placas de Petri contendo meio BDA + manitol com potencial
osmotico ajustado para —1,0 MPa (SOUSA et al., 2008) e mantidas por 48 horas, a 25 °C e 12
horas de fotoperiodo.

Apos inoculagdo com F. proliferatum as sementes de girassol foram submetidas a

microbiolizagdo com sete isolados de Trichoderma sp.. Para o tratamento das sementes, estas
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foram imersas nas suspensOes de esporos do antagonista na concentracdo de

1,0x10’conidios/mL™" por 5 min, conforme descritos na Tabela 3 do item 2.7.

Tabela 4. Controle biolégico com Trichoderma sp. utilizado em sementes de girassol
(Helianthus annuus L.).

Tratamentos

1C - Controle Positivo (Sementes desinfestadas com hipoclorito de sddio a 1% por 3 min)

2C - Controle Negativo (Sementes inoculadas com F. proliferatum e ndo tratadas com Trichoderma sp..
TCHO1 - Sementes inoculadas com Trichoderma asperellum isolado de Trichodel®

TCHO2 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de algodéao

TCHO3 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de juca

TCHO4 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de moringa

TCHO5 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de feijéo fava

TCHO6 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de leucena

TCHO7 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de arroz

F - Inoculadas com F. proliferatum e tratadas com fungicida Captana (240g/100 kg de sementes).

Apés tratadas e inoculadas com F. proliferatum, as sementes foram distribuidas em
vasos com capacidade de 5,5 L, a uma profundidade de 2 cm, contendo substrato comercial
Brasplant® e vermiculita (2:1 v/v) esterilizada. Os vasos permaneceram em casa de vegetacao
durante 50 dias, com temperatura oscilando de 28 a 32 °C durante o dia e de 18° a 20
°C durante a noite, com rega manual, duas vezes ao dia. O delineamento foi inteiramente
casualizados, utilizando-se quatro repeticdes, sendo cada repeticdo compostas por trés plantas.

A incidéncia da doenca foi avaliada ap6s o transplantio, sendo contabilizada a
presenca ou auséncia de sintomas, e a porcentagem foi calculada de acordo com a seguinte
formula: Incidéncia (%) = (Total de plantas sintomaticas/Total de plantas) x 100.

A avaliacdo da severidade foi realizada aos 50 dias ap06s a inoculacdo avaliando-se
sintomas externos e internos, com base em escala de notas variando de 0-5, sendo O para
plantulas sadias (sem sintomas foliar e vascular); 1 ao observar sintomas iniciais de murcha
(amarelecimento) e descoloragdo vascular; 2 ao observar 25% das folhas com murcha e
descoloracdo vascular extensa até o primeiro par de folhas; 3 ao observar até 50% das folhas
com murcha e descoloragdo vascular até metade da haste; 4 ao observar até 75% das folhas
com murcha e descoloragéo vascular até metade da haste e; 5 ao observar plantas mortas.

Apos avaliagdo da severidade da doenca, foi determinado o indice de severidade da
doenca (ISD), de acordo com a férmula proposta por Ooi (2002): ISD = [Y (Numero da escala
x Numero de plantulas nessa escala)/(d(Numero de plantulas tratadas x Maior valor de

classificacdo da escala) x 100]
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Aos 57 DAS, também realizou-se a medi¢do do comprimento da parte aérea, contagem
do nuamero de folhas, massa fresca e seca de parte aérea e raizes. As medi¢des do
comprimento da parte aérea foram realizadas com auxilio de uma régua graduada, sendo 0s
resultados expressos em centimetros por plantula (cm.plantula™).

Para determinacdo da massa verde da parte aérea e o sistema radicular das plantulas, as
mesmas foram pesadas em balanga analitica com precisdo de 0,001g sendo os resultados
expressos em g.plantula™. Foi determinada a massa seca da parte aérea e o sistema radicular
sendo colocadas em sacos de papel Kraft e levadas para estufa com circulacdo forcada de ar, a
temperatura de 65 + 2 °C, até a obtencdo de peso constante, por 48 horas. Decorrido esse
periodo foram pesados em balanca analitica com precisdo de 0,001g e os resultados expressos
em g.plantula™.

A massa fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular foram colocadas em sacos
de papel Kraft e levados para estufa com circulacdo forgcada de ar a temperatura de 65 + 2 °C,
até a obtencdo de peso constante, por 48 horas. Decorrido esse periodo foram pesados em

balanca analitica com precisdo de 0,001g e os resultados expressos em g.plantula™.

2.10. Atividade enzimatica induzida por Trichoderma sp. em plantas de girassol

As atividades enziméticas foram determinadas 30 dias ap6s a inoculagdo de
Trichoderma sp. nas plantas de girassol, analisando-se as enzimas fenilalanina amonia-liase,
peroxidase e polifenoloxidase. A extracdo do material foi realizada através da maceracao de 1
g de folhas em 10 mL de acetato de sddio, até obter-se uma massa homogenia, depositada em
eppendorf e centrifugada a 12.000 rpm durante 15 m & - 4 °C. O sobrenadante foi utilizado
para determinar a atividade enzimatica e foi realizada a quantificacdo das proteinas totais pelo

método proposto por Bradford (1976).

2.10.1. Atividade da Fenilalanina Aménia-liase (FAL)

A atividade foi determinada pela quantificacdo do &cido trans-cindmico liberado a partir
da fenilalanina, que consiste na adicdo de 0.5 mL de extrato, 1.5 mL de tampao Tris-HCI (100
mM) (pH 8,8), 0.5 mL de fenilalanina (100 mM) e 0.5 mL de ADE em eppendorf (1,5 ml),
sendo incubado a 40 °C por 60 min. A reacédo foi paralisada com a adi¢do de 0.1 mL de &cido

cloridrico (5,0 M). A leitura foi realizada em cubeta de quartzo no espectrofotdmetro por
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meio de variacdo na absorbancia em comprimento de onda 290 nm e expressa em

U.A/min./mg de proteina.

2.10.2. Atividade da Peroxidase (POD)

Determinada atraves da adicdo de 0.25 mL de extrato enzimatico ao meio de reagdo em
eppendorf (1.5 ml) contendo 0.25 mL de guaiacol (1,7%), 0.75 mL de tampé&o fosfato 0.1 M
(pH 6,0). e 0.25 mL de H,O, (1,8%). A atividade enziméatica foi observada em
espectrofotémetro, pela variagcdo da absorbancia, no comprimento de onda de 470 nm a 25 °C,
com a leitura realizada imediatamente apds preparo da reacdo e resultados expressos em

U.A/min./mg de proteina.

2.10.3. Atividade da Polifenoloxidase (PPO)

Realizada através da conversdo de catecol em quinona, com adicdo de 0.25 mL de S-
metil-catecol 0.6 mM, 0.75 pL do tampdo fosfato de sédio 0.1 M (pH 6,8) e 0.25 uL de
extrato. As amostras foram incubadas a 40 °C durante 15 min e a reacdo paralisada com
adicdo de 0.8 mL de &cido perclérico. A atividade enzimatica foi determinada em
espectrofotdmetro, pela variagdo da absorbancia, no comprimento de onda de 395 nm, a 25 °C

e resultados expressos em U.A/min./mg de proteina.
2.11. Delineamento e analise dos dados
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC). Os resultados

obtidos foram avaliados pelo software estatistico R (R CORE TEAM, 2020). As médias foram

submetidas a andlise de variancia e comparadas pelo teste de Scott-Knott (p <0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Controle in vitro de Fusarium proliferatum com Trichoderma sp.

3.1.1. Teste de pareamento de culturas

Detectou-se acdo antagonica dos isolados de Trichoderma sp. sobre F. proliferatum,
sendo observado que, no teste de confronto direto, os isolados TCHO1, TCH02, TCHO3 e
TCHO4 foram agrupados na classe 2, ou seja, 0 antagonista ocupou pelo menos 2/3 da
superficie do meio. Os isolados TCHO5, TCH06 e TCHO7 de Trichoderma sp. apds entrarem
em contato com patdgeno, continuaram em crescimento, ocupando totalmente a col6nia, sobre
as quais produziram conidios em abundancia, sendo 0os mesmos agrupados na classe 1 (Tabela

5eFigura 1).

Tabela 5. Classificagdo dos isolados de Trichoderma sp. quanto ao antagonismo exercido
sobre Fusarium proliferatum.

Isolados Classe*
TCHO1 2a
TCHO02 2a
TCHO03 2a
TCHO04 2a
TCHO05 1b
TCHO06 1b
TCHO07 1b
CV (%) 3,06

*Classificagdo em conformidade com a escala de Bell et al. (1982).

Segundo Mbarga et al. (2012); Ferrigo et al. (2020) a primeira etapa para avaliacdo da
capacidade antagonista de Trichoderma sp. é a caracterizacdo do potencial desses
microrganismos, que sdo realizados através de estudos in vitro. Xue et al. (2017) também
sugerem que testes in vitro devem ser utilizados, quando se deseja testar um grande nimero
isolados de Trichoderma sp.. Com base nos resultados iniciais obtidos no teste de pareamento,
observa-se que todos os isolados de Trichoderma sp. avaliados podem ser utilizados como
biocontroladores contra F. proliferatum no girassol. As classes de antagonismo ficaram entre
1,0 e 2,0, tornando-os eficientes no controle desse patdgeno com potencial de utilizacdo em

casa de vegetacdo e em campo (Tabela 5).
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Morfologicamente, o0s isolados de Trichoderma sp. impediram o0 crescimento
excessivo do patdgeno e esporularam intensamente sobre a colénia do mesmo (Figura 2B e
2C). Resultados semelhantes foram observados por Carvalho et al. (2011) com trés isolados

de T. harzianum, sobre F. oxysporum.

Figura 1. Antagonismo de Trichoderma sp. contra Fusarium proliferatum apds o teste de
confronto direto. A: Crescimento micelial rapido e esporulacdo densa de F.
proliferatum; B: Trichoderma sp. crescendo sobre o patdgeno e ocupando toda a
superficie do meio; C: Trichoderma sp. crescendo sobre pelo menos 2/3 da
superficie do meio.

Segundo Dinesh et al. (2018) os compostos porduzidos por Trichoderma spp,
pode suprimir doencas de plantas através de seus efeitos antagbnicos diretos sobre o
patdgeno, principalmente com a produc¢do de enzimas liticas, como quitinases e B-1,3-
glucanases. Esse mecanismo antagbnico apresenta a capacidade de hidrolisar a parede celular
do patdgeno, limitando assim o seu crescimento (EL_KOMY et al., 2015; CONINCK et al.,
2020).

Essas substancias produzidas pelos antagonistas ndo sdo essenciais para 0 seu
crescimento, mas desempenham funcdes importantes nos processos reducdo do crescimento
dos organismos presentes no mesmo ambiente (MACHELEIDT et al., 2016). Esses
compostos sdo geralmente de baixo peso molecular, difusiveis no meio de cultura ou volateis,
que sdo sintetizados por uma grande variedade de vias metabolicas, sendo a sintese
geralmente diferente entre as linhagens e influenciada pelas condi¢cGes de crescimento
(RAMIREZ-VALDESPINO et al., 2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6529561/#B63
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ram%26%23x000ed%3Brez-Valdespino%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31156578
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3.1.2. Acdo de micoparasitismo de Trichoderma sp. sobre Fusarium proliferatum

Nas observacdes microscopicas, o patdgeno mostrou morfologia hifal anormal e

ruptura do micélio nas areas de interacdo com os isolados de Trichoderma sp.. A reducéo do

crescimento de F. proliferatum tambeém foi atribuida ao micoparasitismo direto (Figura 2).

Figura 2. Antagonismo de Trichoderma sp. contra Fusarium proliferatum apds o teste de
confronto direto. A: Hifas sadias de Fusarium proliferatum; B:
Vacuolizagdo/ruptura celular; C: Enrolamento/estrangulamento de hifas.

Segundo Millanesi et al. (2013) esse é um dos principais mecanismos utilizados pelo
antagonista em testes de biocontrole. Esse micoparasitismo de Trichoderma contra Fusarium
sp. ja foi relatado para T. harzianum e F. oxysporum f. sp. phaseoli (CARVALHO et al.,
2014), Trichoderma sp. e F. sambucinum (MACIEL et al., 2014), T. harzianum e F.
graminearum (XUE et al., 2017), Trichoderma sp. e F. subglutinans (SILVA et al., 2019).

3.1.3. Acdo dos metabolitos volateis de Trichoderma sp. sobre Fusarium proliferatum

Pelo teste de antibiose, observou-se acdo dos metabdlitos volateis produzidos
por Trichoderma sp., sendo todos eficientes na reducdo do crescimento micelial e IVCM de F.
proliferatum, quando comparados ao tratamento controle, com melhores resultados
observados para TCHO01, TCH02, TCHO5, TCHO6 e TCHO7 (Tabela 6).

Os isolados de Trichoderma sp. afetaram significativamente a taxa de crescimento
micelial e esporulagdo de F. proliferatum, sendo obsevando que no tratamento controle, o
crescimento micelial foi de 14,2 mm dia” e a esporulacdo de 59,25 conidios/mL™. Sobre
influéncia dos metabdlitos volateis, os menores valores para crescimento micelial do patdgeno
foram para TCHO5 e TCHO06, com médias de 5,7 e 6,2 mm dia™, respectivamente. Para
esporulacdo, os melhores resultados foram evidenciados para TCHO05, TCH06 e TCHO7, com

valores médios de 2,5; 1,7 e 1,2 de conidios/mL™, respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6. Acdo dos metabdlitos volateis de Trichoderma sp. sobre o crescimento micelial
(CM), indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM), taxa de crescimento
micelial (TX) e nimero de esporos de Fusarium proliferatum.

Tratamentos CM IVCM ™X NE
(mm) (mm.dia™) (conidios/ml™)
Controle 85,0a 0,87a 14,2a 59,2a
TCHO1 39,6d 0,47c 6,6d 10,0c
TCHO02 38,4d 0,46¢ 6,4d 6,5¢
TCHO03 45,2¢ 0,51b 7,5¢ 9,5¢c
TCHO04 50,5b 0,55b 8,3b 13,0b
TCHO05 35,0d 0,41c 5,7¢e 2,5d
TCHO06 37,0d 0,44c 6,2¢ 1,7d
TCHO7 40,0d 0,48¢ 6,7d 1,2d
CV(%) 4,20 2,50 4,09 18,60

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Scott Knott a 5% de
probabilidade.

Com relagdo a porcentagem de inibigdo do crescimento micelial, TCH05 e TCHO6
apresentaram diferenca significativa, sendo superiores aos demais isolados testados,
reduzindo em 58,8% e 56,2% o crescimento do patdgeno, respectivamente. Para a inibicdo da
esporulacdo, os melhores resultados foram evidenciados por TCHO5, TCHO06 e TCHO07, com
valores de 95,7%, 97,04% e 97,8%, respectivamente (Figura 3A e 3B).
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Figura 3. A. Crescimento micelial de Fusarium proliferatum apdés acdo dos metabdlitos
volateis produzidos por Trichoderma sp.; B. Efeito inibidor de metabdlitos volateis
de Trichoderma sp. sobre porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) e
inibicdo da esporulacdo (PIE) de Fusarium proliferatum. Médias com letras iguais
ndo diferem estatisticamente entre si pelo o teste de Scott Knott (p <0,05). T1 —
Controle; T2 — TCHO1 (Trichoderma asperellum isolado de Trichodel®); T3 -
TCHO02; T4 - TCHO03; T5 — TCHO04; T6 —~TCHO05; T7 —TCHO06; T8 —TCHO07.

Os metabolitos volateis produzidos pelo Trichoderma sp. sdo substancias com acao
toxica, que possuem a capacidade de reduzir ou mesmo paralisar (efeito fungistatico) o
crescimento e a esporulacdo do patogeno (BOMFIM et al.,, 2010). E o efeito dessas

substancias antifangicas também foram relatadas por Xue et al. (2017), com reducdo de
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53,2% a 81,1% do crescimento micelial de F. graminearum pela acdo dos metabolitos
volateis de 22 isolados de Trichoderma sp. ap6s 6 dias de incubacdo. S& et al. (2019) também
observaram reducdo de 37,8% das col6nias de Fusarium sp. em funcéo da acéo inibitoria dos

metabolitos produzidos por Trichoderma sp..

3.2. Controle de F. proliferatum em sementes microbiolizadas com Trichoderma sp.

Nas sementes de girassol, cv. BRS 324, microbiolizadas com diferentes isolados de
Trichoderma sp., houve reducdo significativa da incidéncia de F. proliferatum com a
utilizacdo de todos os isolados antagbnicos, sendo que os mais eficientes foram TCHO3,
TCHO06 e TCHO7, com reducdo da incidéncia em torno de 90, 96 e 94%, respectivamente,
guando comprada com tratamento controle, e os mesmos ndo diferiram do fungicida, cuja
reducdo foi 96% (Figura 4).
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Figura 4. Incidéncia de Fusarium proliferatum em sementes de girassol (Helianthus annuus
L.) microbiolizadas com Trichoderma sp.. Meédias com letras iguais ndo diferem
estatisticamente entre si pelo o teste de Scott Knott (p <0,05). Concentracdo da
suspensdo dos isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10’conidios/mL™"; Fungicida:
2409g/100 kg de sementes.
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Pesquisas com controle biolégico no tratamento de sementes tém sido realizadas e
resultados promissores foram obtidos: Carvalho et al. (2011) constataram que T. harzianum
foi capaz de reduzir de 35% a 51% na incidéncia de F. oxysporum f. sp. phaseoli associados a
sementes de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L). Dubey et al. (2007) verificaram reducéo
da incidéncia de F. oxysporum f. sp. ciceris em sementes de grédo-de-bico (Cicer arietinum)
tratadas com T. viride, T. harzianum e T. virens. Farias et al. (2019) confirmaram o potencial
de Trichoderma sp. na reducdo da incidéncia de F. oxysporum f. sp. vasinfectum em sementes
de algodoeiro (Gossypium hirsutum L) de até 39% nas sementes tratadas. Silva et al. (2019)
observaram reducgéo da incidéncia de F. subglutinans por Trichoderma sp. em sementes de
pinus (Pinus spp).

3.3. Testes de germinacao e emergéncia

Foram observadas diferencas para primeira contagem de germinagdo, germinacdo,
indice de velocidade de germinacdo (IVG), emergéncia e indice de velocidade de emergéncia
(IVE) para todos os tratamentos, com aumento significativo quando comparados com o
tratamento controle e os mesmos néo diferiram entre si (Tabela 7).

Para primeira contagem de emergéncia, com excecdo do tratamento TCHO4, os
melhores resultados foram obtidos com TCHO03 e TCHO7, com valores de 80% e 74%,

respectivamente, ndo diferindo do fungicida (74%) (Tabela 7).

Tabela 7. Primeira contagem de germinacdo (PCG), germinacédo (G), indice de velocidade de
germinacdo (IVG), primeira contagem de emergéncia (PCE), emergéncia (E) e
indice de velocidade de emergéncia (IVE) de sementes de girassol (Helianthus
annuus L.), cultivar BRS 324, inoculadas com Trichoderma sp..

Tratamentos  PCG (%) G (%) IVG PCE (%) E (%) IVE
Controle 48,00b 66b 14,17b 55¢ 67b 16,08b
TCHO1 67,00a 82a 18,52a 67b 85a 20,50a
TCHO02 81.00a 93a 21,99a 67b 83a 19,40a
TCHO03 79,00a 87a 20,85a 80a 83a 20,38a
TCHO04 72,00a 83a 19,91a 66b 8la 19,13a
TCHO05 75,00a 83a 19,85a 60c 85a 19,08a
TCHO06 81,00a 88a 21,17a 67b 84a 19,56a
TCHO7 84,00a 87a 21,56a T4a 87a 20,81a
Captana 81,00a 88a 21,29 74a 83a 20,20a
CV (%) 13,78 10,66 11,38 10,35 5,63 7,55

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo Scott Knott a 5% de
probabilidade. Controle: sementes desinfestadas com hipoclorito de sddio a 1% por 3 min; Concentragéo
da suspenséo dos isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10”conidios/mL™"; Fungicida: 2409/100 kg de sementes.
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Resultados semelhantes foram observados por Martini et al. (2014), ao verificarem
que o0s metabolitos secundarios liberados por Trichoderma sp., usados para inibir o
desenvolvimento de Fusarium sp. veiculados por sementes de arroz (Oryza sativa L.) ndo
interferiram na germinacdo das mesmas. Xue et al. (2019) constataram um aumento na
emergéncia e massa seca de plantulas de trigo (Triticum sp.) inoculadas com Trichoderma sp..
Carvalho et al., 2014, também verificaram um aumento da taxa de germinagdo em sementes
de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) inoculadas com T. harzianum.

Além de contribuir para um controle mais estavel das doencgas, podendo ao longo dos
anos alterar o equilibrio dos agroecossitemas, tornando inospito ao desenvolvimento dos
patdgenos e sem causar impactos negativos (MACHADO et al., 2012), o uso de Trichoderma
sp. no tratamento de sementes pode resultar em uniformidade de germinacéo e emergéncia.

O isolado TCHO5 foi o que proporcionou melhor desempenho do crescimento da parte
aérea no teste de germinacdo, com valor médio de 7,4 cm, diferindo do tratamento controle
(2,1 cm) e ndo diferindo do fungicida (7,5 cm). No teste de emergéncia, os melhores
resultados para comprimento de parte aérea foram nos tratamentos com TCHO05 (18,6 cm),
TCHO06 (18,1 cm) e TCHO7 (18,3) (Tabela 8).

Os isolados de Trichoderma que proporcionaram as maiores médias de massa seca de
parte aérea foram TCHO03, TCHO5, TCHO06 e TCHO7 no teste de germinacdo e TCHO5 e
TCHO7 no teste de emergéncia (Tabela 8).

Tabela 8. Comprimento da parte aérea nos testes de germinagdo (CPG) e emergéncia (CPE) e
massa seca da parte aérea nos testes de germinacdo (MSPG) e emergéncia
(MSPE) de pléantulas de girassol (Helianthus annuus L.), cultivar BRS 324,
inoculadas com Trichoderma sp..

Tratamentos CPG (cm) CPE (cm) MSPG (g) MSPE (g)

Controle 2,1d 11,5d 0,020b 0,081d
TCHO1 2,7c 17,1b 0,024b 0,160b
TCHO02 3,3c 16,8b 0,023b 0,140c
TCHO03 3,6c 17,0b 0,029a 0,132c
TCHO04 3,4c 17,4b 0,023b 0,170b
TCHO05 7,4a 18,6a 0,027a 0,200a
TCHO06 6,3b 18,1a 0,028a 0,170b
TCHO07 5,9b 18,3a 0,026a 0,190a
Captana 7,5a 13,6¢ 0,025a 0,140c
CV (%) 12,13 3,66 14,74 9,64

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Scott Knott a 5% de
probabilidade. Controle: sementes desinfestadas com hipoclorito de s6dio a 1% por 3 min; Concentragéo
da suspenséo dos isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10’conidios/mL™"; Fungicida: 2409/100 kg de sementes.
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Verificou-se que para 0 comprimento de raizes no teste de germinacgdo, todos 0s
tratamentos diferiram do tratamento controle, sendo TCHO5 (10,8 cm) o que proporcionou 0s
maiores valores diferindo dos demais. No teste de emergéncia foram TCHO03 (19,6 cm),
TCHO04 (21,2 cm), TCHO5 (21,1 cm) e TCHO6 (20,7 cm) que apresentaram maiores médias
de comprimento de raizes (Tabela 9).

Em relacdo aos resultados da massa seca de raizes no teste de germinagdo, nao foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos com Trichoderma spp.. Para massa
seca de raizes no teste de emergéncia, TCHO1 e TCHO02 nao diferiram do tratamento controle
e nem do fungicida. TCHO4 e TCHO6 foram 0s que proporcionaram maior massa seca de
raizes no teste de emergéncia, sendo significativamente superior, com valores médios de
0,210 g (Tabela 9).

Tabela 9. Comprimento de raizes nos testes de germinacdo (CRG) e emergéncia (CRE) e
massa seca de raizes nos testes de germinacdo (MSRG) e emergéncia (MSRE),
de plantulas de girassol (Helianthus annuus L.), cultivar BRS 324, inoculadas
com Trichoderma sp..

Tratamentos CRG (cm) CRE (cm) MSRG (g) MSRE (9)
Controle 2,3e 14,2c 0,002a 0,114c
TCHO1 2,7d 18,1b 0,006a 0,160b
TCHO02 3,9d 18,9b 0,016a 0,114c
TCHO03 3,3d 19,6a 0,002a 0,130c
TCHO04 3,5d 21,2a 0,021a 0,172b
TCHO05 10,8a 21,1a 0,022a 0,210a
TCHO06 9,3b 20,7a 0,005a 0,170b
TCHO7 8,1c 20,4a 0,005a 0,210a
Captana 9,0b 17,9b 0,004a 0,131c
CV (%) 10,43 7,60 2,73 16,93

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Scott Knott a 5% de
probabilidade. Controle: sementes desinfestadas com hipoclorito de sédio a 1% por 3 min; Concentragio
da suspenséo dos isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10”conidios/mL™"; Fungicida: 2409/100 kg de sementes.

Observou-se que Trichoderma sp. colonizou de forma eficiente o sistema radicular das
plantulas tratadas, sendo este um fator de fundamental importancia, pois Fusarium spp.
infecta a planta hospedeira atraves das raizes ou caules. De forma semelhante, a colonizagéo
de T. harzianum também foi observada por Ferrigo et al. (2014), em raizes de milho (Zea
mays L.) em condigdes axénicas, resultando em aumento significativo das mesmas.

De acordo com Saravanakumar et al. (2016) a sobrevivéncia e coloniza¢do bem-
sucedidas do antagonista na planta hospedeira é essencial para o biocontrole da doenga

ocasionada por Fusarium spp.. Ainda segundo Ferrigo et al. (2014), Trichoderma sp. é eficaz
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e caracterizado por possuir boa competéncia na rizosfera e capacidade de colonizar raizes das
plantas.

Na Figura 5, observa-se plantulas de girassol provenientes de sementes tratadas com
Trichoderma sp., no teste de germinacdo (Figura 5A) e emergéncia (Figura 5B),
respectivamente.

Figura 5. Crescimento inicial de plantulas de girassol (Helianthus annuus L.), cv BRS 324,
oriundas dos testes de germinacdo em substrato de papel (A) e emergéncia em
substrato xxxxxx (B), inoculadas com Trichoderma sp.. T1 — Controle (composta
pelas sementes imersas em ADE); T2 — Inoculagdo com TCHO1 (sementes
inoculadas com Trichoderma asperellum isolado de Trichodel®); T3 - Inoculagéo
com TCHO02; T4 - Inoculagcdo com TCHO03; T5 — Inoculacdo com TCHO04; T6 —
Inoculagdo com TCHO5; T7 — Inoculagdo com TCHO06; T8 — Inoculagdo com
TCHO7; T9 - Tratamento com fungicida Captana. Concentragdo da suspensdo dos
isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10’conidios/mL™"; Fungicida: 240g/100 kg de
sementes.
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3.4. Teste de colonizacao endofitica

Observou-se que Trichoderma spp. colonizou de forma eficiente o sistema radicular
das plantas de girassol, conforme observado pelo plaqueamento das porcbes das raizes em
meio BDA. Com excecdo de TCHO01, TCHO02 e TCHO03, os demais isolados também foram
detectados no caule das pléantulas tratadas. Nenhum isolado foi encontrado colonizando as

folhas das plantulas de girassol (Tabela 10).

Tabela 10. Presenca (+) e auséncia (-) de Trichoderma spp. em diferentes partes de plantulas
de girassol (Helianthus annuus L.), detectadas pelo teste de colonizagéo
endofitica.

Tratamentos Raizes Caule Folhas
Controle - - -
TCHO1 - -
TCHO02
TCHO03
TCHO04
TCHO05
TCHO06
TCHO7
Controle: sementes desinfestadas com hipoclorito de sédio a 1% por 3 min; Concentracdo da suspensdo dos
isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10’conidios/mL™".

+ 0+ o+ o+ o+ o+ o+

+
+
+
+

Trichoderma spp. tém sido detectado colonizando, endoliticamente, plantas de
diversas familias botanicas, sem causar doencas, ou proporcionando o controle de patdgenos,
ou promocao do crescimento. A capacidade desse antagonista de crescer ao longo das raizes
representa uma caracteristica importante para um potencial agente de biocontrole.

De forma semelhante, a colonizacdo de T. harzianum (FERRIGO et al., 2014) e T.
gamsii, T. afroharzianum (GALLETTI et al., 2020) e T. atroviride (CONINCK et al., 2020)
também foram observadas em raizes de milho (Zea mays L.) em condicGes axénicas.

Os efeitos benéficos de Trichoderma spp. pode diferir em relacdo ao gendtipo da
planta, isolado fungico e concentracfes aplicadas (ISLAM et al., 2014). Ferrigo et al. (2020)
observaram uma maior colonizagdo de T. harzianum em raizes do hibrido 1 em comparagéo
ao hibrido 2 de milho, independentemente das condic¢des do solo, podendo estar relacionadas
a uma diferenca na taxa ou composic¢ao dos exsudatos radiculares.

A colonizagdo por Trichoderma sp. € modulada por interacfes especificas reguladas
pelo hospedeiro (MORAN-DIEZ et al., 2015). A liberacio de exsudatos radiculares da planta
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hospedeira favorece a germinagdo de conidios de Trichoderma spp., indicando que o fungo e
as plantas obtém beneficios mutuos (RAMIREZ-VALDESPINO et al., 2019).

3.5. Trichoderma sp. no manejo da murcha causada por Fusarium proliferatum atraveés

do tratamento de sementes

O tratamento das sementes com Trichoderma sp., resultou em uma diminuicdo geral
da colonizacdo do patdgeno em plantas de girassol. 1sso pode ser observado na Tabela 12,
onde as plantas inoculadas com F. proliferatum e que ndo foram tratadas com Trichoderma
sp. apresentaram incidéncia de doenga significativamente superior as que receberam o
antagonista. Ressalta-se que TCHO06 foi o mais eficiente no controle da murcha de fusario,
constituindo um isolado promissor quanto ao uso no manejo integrado.

Com relacdo a severidade, observou-se amplitude de variacdo entre 2,75 e 0,0 (escala
de 0-3), onde todos os tratamentos com Trichoderma sp. diferiram do tratamento controle
(2,75) e ndo diferiram entre si. O menor indice de severidade de doenca (ISD) foi verificado
por TCHO6, que diferiu dos demais (Tabela 11).

Tabela 11. Incidéncia (%), severidade e indice de severidade de doenca (ISD - %) da murcha
de fusério em plantas de girassol (Helianthus annuus L.), cultivar BRS 324, aos
57 DAS, inoculadas com diferentes isolados de Trichoderma sp..

Tratamentos Incidéncia Severidade* ISD (%)
(%) (nota)

Controle Positivo 0,0c Ob Oc

Controle Negativo 81,25a 2,75a 55a
TCHO1 31,25b 0,5b 10b
TCHO02 12,50b 0,5b 10b
TCHO03 25,0b 0,5b 10b
TCHO04 12,5b 0,25b 5b
TCHO05 25,0b 0,25b 5b
TCHO06 0,0c 0,b Oc
TCHO07 18,75b 0,25b 5b
Captana 31,25b 1,0b 20b
CV (%) 20,02 16,49 16,07

*Valores calculados com base numa amostra de 12 plantas para as quais atribuiram-se notas de 0 a 5 em que: 0=
auséncia de sintoma; 1= sintomas iniciais de murcha (amarelecimento) e descoloragao vascular; 2= até 25% das
folhas com murcha e descoloragdo vascular extensa até o primeiro par de folhas; 3= até 50% das folhas com
murcha e descoloracdo vascular até metade da haste; 4 = até 75% das folhas com murcha e descoloracéo
vascular por toda haste; 5= plantas mortas. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
estatisticamente pelo Scott Knott a 5% de probabilidade. Controle Positivo - Auséncia do antagonista e auséncia
do patdgeno; Controle Negativo — Auséncia do antagonista e presenca do patégeno. Concentracdo da suspensao
dos isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10"conidios/mL™"; Fungicida: 240g/100 kg de sementes.
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Gava; Menezes (2012) também constataram potencial antagbnico de T. koningii e T.
polysporum no controle de patégenos de solo na cultura do meloeiro (Cucumis melo L.),
aplicados antes do plantio, onde verificaram maior nimero de plantas e, consequentemente,
uma maior produtividade de frutos. Esses mesmos autores também observaram que esses
isolados colonizaram ativamente a rizosfera tornando esse ambiente indspito para o
crescimento de patdgenos. Xue et al. (2019) também verificaram que Trichoderma sp.,
inoculado em sementes de trigo (Triticum sp.), reduziu eficientemente a severidade da murcha
ocasionada por F. graminearum. Esses autores ainda contataram que, além de reduzir a
severidade do patdgeno, Trichoderma sp. também inibiu os efeitos negativos causado por
outros patégenos transmitidos por sementes e solo, e que causaram doencas pré e poés-
emergéncia no campo.

Galletti et al. (2020) observaram que a frequéncia de distribuicdo das areas necroticas
e crescimento endofitico do patégeno no caule, onde o fungo cresce ativamente, foi
significativamente menor nas plantas cultivadas a partir de sementes tratadas com
Trichoderma spp., semelhante aos resultados encontrados nessa pesquisa.

Entre os tratamentos com Trichoderma sp. houve diferenca estatistica quando
comparados ao tratamento controle e ao fungicida para nimero de folhas de plantas e os
tratamentos com os antagonistas ndo diferiram entre si. Constatou-se que todos os tratamentos
com Trichoderma sp. foram os que produziram melhor desempenho do crescimento da parte
aérea e massa fresca e seca de parte aérea das plantas tratadas e ndo diferiram entre si (Tabela
12).

Os tratamentos com TCHO04 e TCHO5 foram os que proporcionaram valores de massa
fresca de raizes (MFRA) e massa seca de raizes (MSRA) significativamente superior, sendo
166,3 g e 156,0 g para MFRA e 29,0 g e 27,8 g para MSRA, respectivamente, diferindo dos
demais (Tabela 12).
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Tabela 12. Numero de folhas (NF), comprimento de parte aérea (CPA), massa fresca de parte
aérea (MFPA), massa fresca de raizes (MFRA), massa seca da parte aérea
(MSPA) e massa seca de raizes (MSRA) de plantas de girassol (Helianthus
annuus L.), cultivar BRS 324, aos 57 DAS, inoculadas com Trichoderma sp..

Tratamentos NF CPA MFPA (9) MFRA MSPA  MSRA (g)
- (cm) (9) (9)

Controle Positivo 20,75a 96,6b 173,8b 105,6b 19,1b 16,7¢

Controle Negativo 19,00b 93,9b 147,3c 60,25¢c 16,2c 9,3d
TCHoO1 21,25a 116,6a 208,9a 103,3b 22.,8a 13,2c
TCHO02 21,50a 110,0a 201,4a 117,8b 22,2a 16,7¢
TCHO03 20,75a 113,0a 190,2a 125,3b 21,2a 22,2b
TCHO04 21,50a 110,0a 192,3a 166,3a 21,3a 29,0a
TCHO05 21,75a 109,7a 208,9a 156,0a 23,1a 27,8a
TCHO06 21,50a 113,9a 207,2a 122,0b 22.9a 23,9b
TCHO7 22,00a 115,6a 205,7a 127,6b 22,3a 25,1b
Captana 19,50b 94,9b 168,1b 85,6¢ 18,4b 20,1b
CV (%) 6,98 6,79 6,25 14,95 5,77 17,48

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Scott Knott a 5% de
probabilidade. Controle Positivo - Auséncia do antagonista e auséncia do patégeno; Controle Negativo —
Auséncia do antagonista e presenca do patégeno. Concentracdo da suspensdo dos isolados de Trichoderma sp.:
1,0 x 10’conidios/mL™"; Fungicida Captana (240g/100 kg de sementes).

A reducdo do crescimento da planta e biomassa pode ser causada pelo bloqueio dos
feixes vasculares devido a proliferacdo do patégeno, producdo de toxinas e restricdo no
transporte de agua e nutrientes (SINGH et al., 2020). Os resultados da presente pesquisa
corroboram com Xue et al., (2017); SILVA et al., (2019) , onde o tratamento de sementes ou a
adicdo cepas especificas de Trichoderma sp. na rizosfera podem resultar em promocao do
crescimento de plantas e aumento de produtividade, possuindo caracteristicas com potencial

comercial, sendo uma alternativa ao uso de fungicidas.
3.6. Atividade enzimatica induzida por Trichoderma sp. em plantas de girassol

A atividade da fenilalanina amdnia-liase (FAL) em plantas de girassol elevou-se
significativamente com a inoculagéo dos isolados TCHAQ03, TCHA04 e TCHAOQG, atingindo
de 0,36; 0,37 e 0,32 U.A min™ mg™ proteina, e aumentos de 36; 37,8 e 28%, respectivamente,

em comparacao ao tratamento controle (0,23 U.A min™ mg™ proteina) (Figura 6).
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Figura 6. Atividade da Fenilalanina amonia-liase em girassol (Helianthus annuus L.), cv.
BRS 324, inoculadas com F. proliferatum e tratadas com diferentes isolados de
Trichoderma sp. via sementes. Diferenca significativa em relacdo ao tratamento
controle pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Controle: sementes desinfestadas
com hipoclorito de sédio a 1% por 3 min; Concentracdo da suspensdo dos
isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10’conidios/mL"; Fungicida Captana

(240¢/100 kg de sementes).

A atividade da peroxidase (POD) elevou-se em plantas de girassol, onde as sementes

foram microbiolizadas com todos os isolados de Trichoderma sp., sendo os melhores
resultados observados para TCHA02, TCHA03, TCHA06 e TCHAOQ7, onde observou-se

atividade da enzima de 1,34; 1,41; 1,41 e 1,24 U.A min™ mg™ proteina (Figura 7).
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Figura 7. Atividade da Peroxidase em girassol (Helianthus annuus L.), cv. BRS 324,
inoculadas com F. proliferatum e tratadas com diferentes isolados de
Trichoderma sp. via sementes. Diferenca significativa em relacdo ao tratamento
controle pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Controle: sementes desinfestadas
com hipoclorito de sédio a 1% por 3 min; Concentracdo da suspensdo dos
isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10’conidios/mL"; Fungicida Captana

(240¢/100 kg de sementes).

Observou-se diferenca significativa para atividade da polifenoloxidase nas plantas de

girassol que teve as sementes tratadas com todos os isolados de Trichoderma sp., com valores

que variaram de 0,51 a 0,57 U.A min™ mg™ proteina, ndo diferindo entre si (Figura 8).
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Figura 8. Atividade da Polifenoloxidase em girassol (Helianthus annuus L.), cv. BRS 324,
inoculadas com F. proliferatum e tratadas com diferentes isolados de Trichoderma
sp. via sementes. Diferenca significativa em relacdo ao tratamento controle pelo
teste de Scott-Knott (P < 0,05). Controle: sementes desinfestadas com hipoclorito
de sddio a 1% por 3 min; Concentracdo da suspensdo dos isolados de Trichoderma
sp.: 1,0 x 10”conidios/mL™"; Fungicida Captana (2409/100 kg de sementes).

O aumento da atividade dessas enzimas é geralmente observado no contato da planta
com o patégeno, no entanto, elas também sdo frequentemente estimuladas por
microrganismos benéficos durante o mecanismo de resisténcia induzida (CHOUDHARY et
al., 2016). O aumento da atividade de fenilalanina amonia-liase (PAL), peroxidase (PO) e
polifenoloxidase (PPO) em plantas tratadas com microrganismos via sementes ja foi relatado,
na reducdo da infeccdo de F. oxysporum f.sp. lycopersici (SINGH et al., 2020) e F.
verticilioides (GALLETTI et al., 2020). Esses estudos fornecem evidéncias que a aplicacdo de
Trichoderma spp. via tratamento de sementes, € uma ferramenta promissora e corroboram

com os resultados da presente pesquisa no controle de F. proliferatum em girassol.
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4. CONCLUSAO

Os isolados de Trichoderma sp. testados possuem potencial para controle de F.
proliferatum via microbiolizacdo de sementes;

A microbiolizacdo de sementes de girassol com Trichoderma sp. proporciona um
aumento na germinacao, emergéncia e crescimento inicial de plantulas;

Trichoderma sp. reduz a incidéncia e severidade da murcha ocasionada por F.
proliferatum em plantas de girassol.

Os isolados induzem a producdo de enzimas peroxidase, polifenoloxidase e
fenilalanina amonia liase em plantas que receberam o tratamento com Trichoderma sp. via

sementes.



110

REFERENCIAS

BABYCHAN, M.; SIMON, S. Efficacy of Trichoderma sp. against Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici (FOL) infecting pre-and post-seedling of tomato. Journal of pharmacognosy
and phytochemistry, v. 6, n. 4, p. 616-619, 2017.

BASTOS, C. N. Efeito do 6leo de Piper aduncum sobre Crinipelis e outros fungos
fitopatogénicos. Fitopatologia Brasileira, v. 22, n. 3, p. 441-443, 1997.

BELL, D. K.; WELLS, H. D.; MARKHABELL, D. K.; WELLS, C. R. In vitro antagonism
of Trichoderma species against six fungal plant pathogens. Phytopathology, 72, 379-382,
1982.

BOMFIM, M. P.; SAO JOSE, A. R.; REBOUCAS, T. N. H.; ALMEIDA, S. S.; SOUZA, I. V.
B.; DIAS, N. O. Avaliagdo antagobnica in vitro e in vivo de Trichoderma sp. a Rhizopus
stoloniferem no maracujazeiro amarelo. Summa Phytopathologica, v. 36, n. 1, p. 61-67,
2010.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
biochemistry, v. 72, n. 1-2, p. 248-254, 1976.

BRASIL (2009). Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento. Regras para analise
de sementes. Secretaria Nacional de Defesa Agropecudria. Brasilia: MAPA/ACS, 395p.

CARVALHO, D. D. C.,; LOBO JUNIOR, M.; MARTINS, I.; INGLIS, P. W.; MELLO, S. C.
M. Biological control of Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli by Trichoderma harzianum and
its use for common bean seed treatment. Tropical Plant Pathology, v. 39, n. 5, p. 384-391,
2014,

CARVALHO, D. D. C.; MELLO, S. C. M.; LOBO JUNIOR, M.; GERALDINE, A. M.
Biocontrol of seed pathogens and growth promotion of common bean seedlings by
Trichoderma harzianum. Pesquisa Agropecuéria Brasileira, v. 46, n. 8, p. 822-828, 2011.

Choudhary, D. K.; Varma, A.; Tuteja, N. (Eds.). Plant-microbe interaction: an approach to
sustainable agriculture. Springer Singapore. 2016.

CONINCK, E.; SCAUFLAIRE, J.; GOLLIER, M.; LIENARD, C.; FOUCART, G.
MANSSENS, G.; MUNAUT, F.; LEGREVE, A. Trichoderma atroviride como um promissor
agente de biocontrole em recobrimento de sementes para redu¢do do amortecimento de
Fusarium em milho. Journal of Applied Microbiology, p. 1-15, 2020.

DARYAEI A.; JONES, E. E.; GHAZALIBIGLAR, H.; GLARE, T. R.; FALLOON, R. E.
Effects of temperature, light and incubation period on production, germination and bioactivity
of Trichoderma atroviride. Journal of Applied Microbiology, v. 120, n. 4, p. 999-1009,
2016.

DENNIS, C.; WEBSTER, J. Antagonistic properties of species-groups of Trichoderma. Il -
Hyphal interaction. Transactions of the Bristish Mycological Society, v. 57, p. 368-369,
1971.



111

DINESH, K.; SINH, B.; BAI, A. T. In vitro studies on efficacy of various Trichoderma spp.
Against collar rot of tomato caused by Sclerotium rolfsii Sacc. in Manipur. International
Journal of Chemical Studies, v. 6, n. 6, p. 1654-1656, 2018.

DUBEY, S. C.; SURESH, M.; SINGH, B. Evaluation of Trichoderma species against
Fusarium oxysporum f.sp. ciceris for integrated management of chickpea wilt. Biological
Control, v. 40, p. 118-127, 2007.

EL_KOMY, M. H. E.; SALEH, A. A.; ERANTHODI, A.; MOLAN, Y. Y. Characterization
of novel Trichoderma asperellum isolates to select effective biocontrol agents against tomato
Fusarium wilt. The Plant Pathology Journal, v. 31, n. 1, p. 50-60, 2015.

FARIAS, O. R.; NASCIMENTO, L. C.; CRUZ, J. M. F. L,; SILVA, H. A. O.; OLIVEIRA,
M. D. M.; BRUNO, R. L. A.; ARRIEL, N. H. C. Biocontrol Potential of Trichoderma and
Bacillus Species on Fusarium oxysporum f. sp vasinfectum. Journal of Experimental
Agriculture International, v. 34, n. 2, p. 1-11, 2019.

FERRIGO, D.; MONDIN, M.; EDITH, L.; FABIO, F.; CAUSIN, R.; RAIOLA, A. Effect of
seed biopriming with Trichoderma harzianum strain INAT11 on Fusarium ear rot and
Gibberella ear rot diseases. Biological Control, v. 147, 104286, 2020.

FERRIGO, D.; RAIOLA, A.; RASERA, R.; CAUSIN, R. Trichoderma harzianum seed
treatment controls Fusarium verticillioides colonization and fumonisin contamination in
maize under field conditions. Crop Protection, v. 65, n. 1, p. 51-56, 2014.

GALLETTI, S.; PARIS, R.; CIANCHETTA, S. Selected isolates of Trichoderma gamsii
induce different pathways of systemic resistance in maize upon Fusarium verticillioides
challenge. Microbiological Research, v. 233, 126406, 2020.

GAVA, C. A. T.; MENEZES, M. E. L. Eficiéncia de isolados de Trichoderma spp. no
controle de patdgenos de solo em meloeiro amarelo. Revista Ciéncia Agronémica, v. 43, n.
4, p. 633-640, 2012.

HILLEN, T.; SCHWAN-ESTRADA, K. R. F.; MESQUINI, R. M.; CRUZ, M. E. S;;
STANGARLIN, J. R.; NOZAKI, M. Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais no controle
de alguns fitopatdgenos flngicos in vitro e no tratamento de sementes. Revista Brasileira de
Plantas Medicinais, v. 14, n. 3, p. 439-445, 2012.

KARLSSON, I.; EDEL-HERMANN, V.; GAUTHERON, N.; DURLING, M. B.; KOLSETH,
A. K.; STEINBERG, C.; PERSSON, P.; FRIBERG, H. Genus-specific primers for study
of Fusarium communities in field samples. Applied and Environmental Microbiology, v.
82, 491-501, 2016.

KAWUBE, G.; KANOBE, C.; EDEMA, R.; TUSIIME, G.; MUDINGOTTO, P. J;
ADIPALA, E. Efficacy of manual seed sorting methods in reduction of transmission of rice
and cowpea seed-borne diseases. African Crop Science Conference Proceeding, v. 7, p.
1363- 1367, 2005.

KEERIO, A.; NIZAMANI, Z. A.; HUSSAIN, S.; RAFIQ, M.; IQBAL, S.; KEERIO, A.
Efficacy of some chemical fungicides against fusarium wilt of sunflower in-vtro condition



112

couse by Fusarium oxysporum. International Journal of Botany Studies, v. 2, n. 5, p. 80-
85, 2017.

LAZAROTTO, M.; MUNIZ, M. F. B.; BELTRAME, R.; SANTOS, A. F.; MULLER, J;
ARAUJO, M. M. Tratamento bioldgico e quimico em sementes de Cedrela fissilis para
controle de Rhizoctonia sp. Cerne, v. 19, n. 1, p. 169-175, 2013.

LORITO, M.; WOO, S. L.; HARMAN, G. E.; MONTE, E. Translational research on
Trichoderma: from'omics to the field. Annual Review of Phytopathology, v. 48, p. 395-417,
2010.

LUSTRI, E. A.; SILVA, B. T.; PERUCHI, D. R. E.; MOURA, I. A.; FLUMINHAN, A.
Avaliacdo do desempenho agronémico de cultivares de girassol (Helianthus annuus L.) no
cultivo em safrinha na regido Oeste Paulista. Periddico Eletronico Forum Ambiental da
Alta Paulista, v. 13, n. 1, p. 37-51, 2017.

MACHADO, D. F. M.; PARZIANELLO, F. R.; SILVA, A. C. F.; ANTONIOLLI, Z. 1.
Trichoderma no Brasil: o fungo e o bioagente. Revista de Ciéncias Agrarias, v. 35, n. 1, p.
274-288, 2012.

MACHELEIDT, J.; MATTERN, D. J.; FISCHER, J.; NETZKER, T.; WEBER, J;
SCHROECKH, V., BRAKHAGE, A. A. Regulation and role of fungal secondary
metabolites. Annual review of genetics, v. 50, p. 371-392, 2016.

MACIEL, C. G.; WALKER, C.; MUNIZ, M. F. B.; ARAUJO, M. M. Antagonismo de
Trichoderma sp. e Bacillus subtilis (UFV3918) a Fusarium sambucinum em Pinus elliottii
Engelm. Revista Arvore, v. 38, n. 3, p. 505-512, 2014.

MAGUIRE, J. D. Speed of germination aid in selection and evaluation of seedling emergence
and vigor. Crop Science, v. 2, n. 1, p. 176-177, 1962.

MARTINI, L. B.; ETHUR, L. Z.; DORNELES, K. R. Influéncia de metabdlitos secundarios
de Trichoderma sp. no desenvolvimento de fungos veiculados pelas sementes e na
germinacdo de sementes de arroz. Ciéncia e Natura, v. 36, n. 2, p. 86-91, 2014.

MASTOURI, F.; BJORKMAN, T.; HARMAN, G. E. Seed treatment with Trichoderma
harzianum alleviates biotic, abiotic, and physiological stresses in germinating seeds and
seedlings. Phytopathology, v. 100, n. 11, p. 1213-1221, 2010.

MBARGA, J. B.; TEN HOOPEN, G. M.; KUATE, J.; ADIOBO, A.; NGONKEU, M. E. L.;
AMBANG, Z.; AKOA, A.; TONDJE, P. R.; BEGOUDE, B. A. D. Trichoderma asperellum:
A potential biocontrol agent for Pythium myriotylum, causal agent of cocoyam (Xanthosoma
sagittifolium) root rot disease in Cameroon. Crop Protection, v. 36, p. 18-22, 2012.

MILANESI, P. M.; BLUME, E.; ANTONIOLI, Z. I.; MUNIZ, M. F. B.; SANTOS, R. F,;
FINGER, G. D.; URIGON, M. R. Biocontrole de Fusarium sp. com Trichoderma sp. e
promogéo de crescimento em plantulas de soja. Revista de Ciéncias Agrarias, v. 36, n.3, p.
347-356, 2013.



113

MORAN-DIEZ, M. E.; TRUSHINA, N.; LAMDAN, N. L., ROSENFELDER, L.;
MUKHERJEE, P. K.; KENERLEY, C. M.; HORWITZ, B. A. Host-specific transcriptomic
pattern of Trichoderma virensduring interaction with maize or tomato roots. BMC Genomics,
v. 16, n. 8, p. 1-15, 2015.

O’DONNELL, K.; CIGELNIK, E. Two Divergent Intragenomic rDNA 1TS2 Types within a
Monophyletic Lineage of the Fungus Fusarium Are Nonorthologous. Molecular
Phylogenetics and Evolution, v. 7, n. 1, p. 103-116, 1997.

OLIVEIRA, J. A. (1991). Efeito do tratamento fungicida em sementes no controle de
tombamento de plantulas de pepino (Cucumis sativas L.) e pimentdo (Capsicum
annanum L.). 1991. 111 f. Dissertacdo (Mestrado em Fitossanidade) — Escola Superior de
Agricultura de Lavras, Lavras/MG.

OO0l, K. H. (2002). Pencirian dan pengawalan kimia Fusarium oxysporum, penyebab
penyakit layu vascular pada rosel (Doctoral dissertation, Ph. D. thesis. University Sains
Malaysia, Malaysia).

PEREIRA, J. L.; QUEIROZ, R. M. L.; CHARNEAU, S. O.; FELIX, C. R.; RICART, C. A.
O.; SILVA, F. L.; STEINDORFF, A. S.; ULHOA, C. J.; NORONHA, E. F. Analysis of
Phaseolus vulgaris Response to Its Association with Trichoderma harzianum (ALL-42) in the
Presence or Absence of the Phytopathogenic Fungi Rhizoctonia solani and Fusarium solani.
Plos One, v. 9, n. 5, 98234, 2014.

PIMENTEL, I. C.; KUCZKOWSKI, F. R.; CHIME, M. A.; AUER, C. G.; GRIGOLETTI
JUNIOR, A. Fungos endofiticos em folhas de erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.).
Floresta, v. 36, p. 123-128, 2006.

RAMIREZ-VALDESPINO, C. A.; CASAS-FLORES, S.; OLMEDO-MONFIL, V.
Trichoderma as a model to study effector-like molecules. Frontiers in microbiology, v. 10,
1030, 2019.

REN, J.; ZHANG, G.; ZHANG, Y. Y.; ZHANG, J.; ZHENG, H. L.; JING, L.; ZHOU, H. Y;
ZHAO, J. First report of sunflower wilt caused by Fusarium proliferatum in Inner Mongolia,
China. Plant Disease, v. 99, n. 9, p. 1275-1275, 2015.

SA, M. N. F.; LIMA, J. S.; JESUS, F. N.; PEREZ, J. O.; GAVA, C. A. T. Selec&o in vitro de
agentes de biocontrole visando o controle de Fusarium sp. Acta Brasiliensis, v. 3, n. 1, p. 14-
16, 2019.

SARAVANAKUMAR, K.; YU, C.; DOU, K.; WANG, M.; LI, Y.; CHEN, J. Synergistic
effect of Trichoderma-derived antifungal metabolites and cell wall degrading enzymes on
enhanced biocontrol of Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum. Biological Control, v. 94,
p. 37-46, 2016.

SEIFERT, K.; MORGAN-JONES, G.; GAMS, W.; KENDRICK, B. The genera of
Hyphomycetes. CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre. 2011.866p.


https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PDIS-10-14-1081-PDN

114

SHARFUN-NAHAR.; MUHAMMAD, M. Pathogenecity and transmission studies of seed-
borne Fusarium species (sec. Liseola and Sporotrichiella) in sunflower. Pakistan Journal of
Botany, v. 38, n. 2, p. 487-492, 2006.

SILVA FLAVIO, N. S. D.; SALES, N. D. L. P.; AQUINO, C. F.; SOARES, E. P. S,;
AQUINO, L. F. S.; CATAO, H. C. R. M. Qualidade sanitaria e fisiolégica de sementes de
sorgo tratadas com extratos aquosos e 6leos essenciais. Semina: Ciéncias Agrarias, v. 35, n.
1, p. 7-20, 2014.

SILVA, T. W. R.; SANTOS, A. F.; AUER, C. G.; TESSMANN, D. J. Pine seeds treatment
with Trichoderma for Fusarium control. Floresta e Ambiente, v. 26, n. 2, 20170875, 2019.

SINGH, N.; MUKHERIEE, S. K.; RAJAM, M. V. Silencing of the Ornithine Decarboxylase
Gene of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici by Host-Induced RNAI Confers Resistance to
Fusarium Wilt in Tomato. Plant Molecular Biology Reporter, p. 1-11, 2020.

SOUSA, M. V.; MACHADO, J. C.; PFENNING, L. H.; KAWASAKI, V. H.; ARAUJO, D.
V.; SILVA, A. A;; MARTINI NETO, A. Métodos de inoculagdo e efeito de Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum em sementes de algodoeiro. Tropical plant Pathology, v. 33, n.
1, p. 041-049, 2008.

VINALE, F.; SIVASITHAMPARAM, K.; GHISALBERT]I, E. L.; MARRA, R.; WOO, S. L.;
LORITO, M. Trichoderma-plant-pathogen interactions. Soil Biology & Biochemistry, v. 40,
n.1, p. 1-10, 2008.

XUE, A. G.; GUO, W.; CHEN, Y.; SIDDIQUI, I.; MARCHAND, G.; LIU, J.; REN, C. Effect
of seed treatment with novel strains of Trichoderma sp. on establishment and yield of spring
wheat. Crop Protection, v. 96, p. 97-102, 2017.

ZEILINGER, S.; GRUBERA, S.; BANSALB, R.; MUKHERJEE, P. K. Secondary
metabolism in Trichoderma e Chemistry meets genomics. Fungal Biology Reviews, v. 30, n.
1, p. 74-90, 2016.



