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Os sonhos não determinam o lugar aonde vocês vão chegar, mas produzem a força 

necessária para tirá-los do lugar em que vocês estão. Sonhem com as estrelas para que vocês 

possam pisar pelo menos na lua. Sonhem com a lua para que vocês possam pisar pelo menos 

nos altos montes. Sonhem com os altos montes para que vocês possam ter dignidade quando 

atravessarem os vales das perdas e das frustrações. Bons alunos aprendem a matemática 

numérica, alunos fascinantes vão além, aprendem a matemática da emoção, que não tem 

conta exata e que rompe a regra da lógica. Nessa matemática você só aprende a multiplicar 

quando aprende a dividir, só consegue ganhar quando aprende a perder, só consegue 

receber, quando aprende a se doar.  

 

Augusto Cury 
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RESUMO GERAL 

 

A murcha, ocasionada por Fusarium spp., constitui uma ameaça a produção do girassol. A 

correta identificação e adoção de medidas de controle são fundamentais para evitar os danos 

ocasionados por esse patógeno. O manejo dessa doença pode ser realizado através de medidas 

preventivas, como a microbiolização das sementes com Trichoderma spp. Objetivou-se com 

esta pesquisa realizar a caracterização molecular e morfológica, a transmissão e o controle 

biológico 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 

caracterização molecular dos isolados de Fusarium spp. foi realizada utilizando-se sequências 

do gene fator de elongação (tef1) e o gene β-tubulina 2 (tub2). Na caracterização morfológica 

avaliou-se a pigmentação da colônia; presença ou ausência de esporodóquios; tamanho, 

formato e septação de microconídeos e macroconídeos; tipos de fiálides (monofiálide e/ou 

polifiálide); presença ou ausência de clamidósporos; microconídeos em falsas cabeças e/ou 

cadeia; crescimento micelial; índice de velocidade de crescimento micelial e produção de 

conídios. Também foi determinada a prevalência das espécies de Fusarium spp. por cultivar e 

a patogenicidade dos isolados. Na transmissão contabilizou-se a porcentagem de plântulas 

emersas, sementes não germinadas com e sem Fusarium spp., plântulas sintomáticas e 

assintomáticas, taxa de transmissão e incidência de doença. Para controle, foram selecionados 

sete isolados de Trichoderma sp. (TCH01, TCH02, TCH03, TCH04, TCH05, TCH06 e 

TCH07) no antagonismo a F. proliferatum (F32). Os isolados foram confrontados in 

vitro com o patógeno em testes de cultura pareada, antibiose e micoparasitismo. A sanidade 

das sementes inoculadas com o patógeno e tratadas com o antagonista foi avaliada pelo 

método “blotter test”. Também avaliou-se a germinação e emergência após a microbiolização 

das sementes. Em casa de vegetação, determinou-se a incidência, severidade, comprimento da 

parte aérea, número de folhas, massa fresca e seca da parte aérea e raízes e a atividade das 

enzimas peroxidase (POD), polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina amônia 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 

morfológica entre os isolados, principalmente com relação a pigmentação da colônia, 

crescimento micelial, índice de velocidade de crescimento micelial e produção de conídios. F. 

proliferatum foi a espécie mais prevalente nas diferentes cultivares de girassol. No teste de 

patogenicidade, verificou-se que todas as espécies foram patogênicas ao girassol. Todos os 

isolados das quatro espécies foram transmitidos via sementes e causaram sintomas como 

apodrecimento de sementes na fase de germinação, além de podridão do colo e raízes, 

tombamento, escurecimento vascular, subdesenvolvimento e podridão das folhas 

cotiledonares pós-emergência. Observou-se produção de metabólitos voláteis e 

micoparasitismo direto dos isolados de Trichoderma sp. sobre F. proliferatum, sendo o 

primeiro eficiente na redução da incidência e severidade da murcha, na promoção do 

crescimento e no aumento da atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e 

fenilalanina amônia liase em plantas de girassol via microbiolização das sementes.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Helianthus annuus L.. Patologia de sementes. Biologia molecular. 

Morfologia. Controle biológico. 
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FARIAS, O. R. Fusarium spp. associated with sunflower seeds (Helianthus annuus L.). 

114p. Universidade Federal da Paraíba (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 

(tef1) gene and the β-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. (TCH01, TCH02, TCH03, TCH04, TCH05, TCH06 and TCH07) 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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Figura 2. Antagonismo de Trichoderma sp. contra Fusarium proliferatum após o teste 

de confronto direto. A: Hifas sadias de Fusarium proliferatum; B: 

Vacuolização/ruptura celular; C: Enrolamento/estrangulamento de 

hifas.................................................................................................................... 
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Tabela 3. 

 

A. Crescimento micelial de Fusarium proliferatum após ação dos metabólitos 

voláteis produzidos por Trichoderma sp.; B. Efeito inibidor de metabólitos 

voláteis de Trichoderma sp. sobre porcentagem de inibição do crescimento 

micelial (PIC) e inibição da esporulação (PIE) de Fusarium proliferatum. 

Médias com letras iguais não diferem estatisticamente entre si pelo o teste de 

Scott Knott (p <0,05). T1 – Controle; T2 – TCH01 (Trichoderma asperellum 

isolado de Trichodel
®

); T3 - TCH02; T4 - TCH03; T5 – TCH04; T6 –

TCH05; T7 –TCH06; T8 –TCH07..................................................................... 
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Figura 4. Incidência de Fusarium proliferatum em sementes de girassol (Helianthus 

annuus L.) microbiolizadas com Trichoderma sp.. Médias com letras iguais 

não diferem estatisticamente entre si pelo o teste de Scott Knott (p <0,05). 

Concentração da suspensão dos isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 

10
7
conídios/mL

‐1
; Fungicida: 240g/100 kg de sementes................................... 
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Figura 5. Crescimento inicial de plântulas de girassol (Helianthus annuus L.), cv BRS 

324, nos testes de germinação (A) e emergência (B), inoculadas com 

Trichoderma sp.. T1 – Controle (composta pelas sementes imersas em ADE); 

T2 – Inoculação com TCH01 (sementes inoculadas com Trichoderma 

asperellum isolado de Trichodel
®

); T3 - Inoculação com TCH02; T4 - 

Inoculação com TCH03; T5 – Inoculação com TCH04; T6 – Inoculação com 

TCH05; T7 – Inoculação com TCH06; T8 – Inoculação com TCH07; T9 - 

Tratamento com fungicida Captana. Concentração da suspensão dos isolados 

de Trichoderma sp.: 1,0 x 10
7
conídios/mL

‐1
; Fungicida: 240g/100 kg de 

sementes............................................................................................................. 
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Figura 6. Atividade da Fenilalanina amônia-liase em girassol (Helianthus annuus L.), 

cv. BRS 324, inoculadas com F. proliferatum e tratadas com diferentes 

isolados de Trichoderma sp. via sementes. Diferença significativa em relação 

ao tratamento controle pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Controle: 

sementes desinfestadas com hipoclorito de sódio a 1% por 3 min; 

Concentração da suspensão dos isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 

10
7
conídios/mL

‐1
; Fungicida Captana (240g/100 kg de sementes).................... 
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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. Diferença significativa em relação ao 

tratamento controle pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Controle: sementes 

desinfestadas com hipoclorito de sódio a 1% por 3 min; Concentração da 

suspensão dos isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10
7
conídios/mL

‐1
; 

Fungicida Captana (240g/100 kg de sementes).................................................. 
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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. Diferença significativa em relação ao 

tratamento controle pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Controle: sementes 

desinfestadas com hipoclorito de sódio a 1% por 3 min; Concentração da 

suspensão dos isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10
7
conídios/mL

‐1
; 

Fungicida Captana (240g/100 kg de sementes).................................................. 
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CAPÍTULO I 
 

Fusarium spp. ASSOCIADO A SEMENTES DE GIRASSOL 

 

 

1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

O girassol é a quarta maior cultura produtora de óleo comestível no mundo, ficando 

atrás da soja (Glycine max L. Merrill), colza (Brassica napus L.) e amendoim (Arachis 

hypogaea L.) e seu óleo vegetal é o segundo mais consumido no Brasil (NUNES et al., 2013). 

No Brasil, os estados do Mato Grosso, Goiás, Distrito Federal, Minas Gerais e Rio Grande do 

Sul são os principais produtores, responsáveis por uma produção de 39,4; 31,4; 2,6 e 1,5 mil 

toneladas, respectivamente, totalizando 74,9 mil toneladas (CONAB, 2020). 

 A qualidade sanitária de sementes desperta grande interesse dos produtores, devido os 

danos ocasionados pelos patógenos associados às mesmas, já que aproximadamente 90% das 

culturas de importância agrícola são propagadas por sementes (HENNING et al., 2005; 

CATÃO et al., 2016). Assim, as sementes constituem, para maioria dos fitopatógenos, um 

meio eficiente de sobrevivência e disseminação e, consequentemente, introdução de doenças 

em novas áreas (SILVA FLÁVIO et al., 2014; CHALAM et al., 2020). 

Vários danos podem ser provocados por patógenos associados às sementes, tais como 

apodrecimento ou tombamento de plântulas (damping-off), emergência desuniforme, 

podridão de raízes e colo, clorose, deformação, subdesenvolvimento e murcha, que podem 

comprometer toda a produção. Com isso, o uso de sementes com qualidade sanitária torna-se 

imprescindível no momento da implantação da cultura (MUKHTAH, 2009; ADDRAH et al., 

2020). 

A ocorrência de determinados patógenos nas sementes, mesmo em taxas relativamente 

baixas, pode resultar em perdas quantitativas e qualitativas na produção, como é o caso de 

Fusarium spp. (SHARFUN-NAHAR; MUSHTAQ, 2006; GOMES et al., 2006; SHARFUN-

NAHAR; MUSHTAQ, 2007; CATÃO et al., 2016; IRSHAD et al., 2017; ADDRAH et al., 

2020). Este patógeno causa murcha, e caracteriza-se, em geral, pelo apodrecimento de 

sementes e do sistema radicular, escurecimento de raízes, amarelecimento e murcha de folhas 

e morte das plantas infectadas (KEERIO et al., 2017). 

Devido a alta variabilidade morfológica em Fusarium spp., técnicas moleculares se 

tornaram uma importante ferramenta para identificação de espécies de forma mais precisa e 

complementada com os testes de patogenicidade e caracterização morfológica 
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(KOYYAPPURATH et al., 2016). Sendo esta realizada através da amplificação e análise de 

sequências de DNA de genes selecionados, fornecendo informações sobre a variabilidade e 

relações evolutivas desse patógeno (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, saúde dos agricultores e contaminação da cadeia alimentar (BORDAT et al., 

2017), possuir alto custos e ter a perda de eficiência (KAWUBE et al., 2005), e surgimento de 

resistência dos organismos-alvo (PATEL; JASRAI, 2015) devido ao uso frequente e 

inadequado, além disso, a falta de especificidade ao patógeno, pode eliminar microrganismos 

benéficos à planta. Diante de todos esses entraves, o incentivo a diversas pesquisas com a 

utilização de produtos alternativos tem crescido nos últimos anos, como o uso de controle 

biológico, destacando-se fungos do gênero Trichoderma spp. no tratamento de sementes 

(LAZAROTTO et al., 2013). 

Além do controle de patógenos, a influência de formulados a base de microrganismos 

sobre o desenvolvimento das plantas é ampla, incluindo os efeitos benéficos na germinação de 

sementes, emergência de plântulas, crescimento e produtividade das culturas agrícolas 

(CHAGAS et al., 2017), devido à secreção de fitormônios, permitindo uma melhor 

assimilação de água e nutrientes e consequentemente favorecendo um maior desenvolvimento 

das plantas inoculadas (CARVALHO et al., 2011).  
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2. OBJETIVO 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Identificar e caracterizar molecular e morfologicamente as espécies Fusarium associadas à 

sementes de girassol, bem como determinar as taxas de transmissão dessas espécies e verificar 

a ação biocontroladora Trichoderma spp. no manejo da murcha de fusário no girassol. 

 

2.2. Objetivos específicos  

 

Realizar a caracterização molecular, morfológica e patogênica de isolados de 

Fusarium spp. associados as sementes de girassol; 

Determinar o nível de transmissão de Fusarium spp. via semente-plântula de girassol;  

Analisar a influência do Fusarium spp. na emergência de plântulas de girassol; 

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

Verificar a influência dos isolados de Trichoderma sp. na germinação das sementes, 

emergência das plântulas e na promoção do crescimento e colonização do sistema radicular 

das plantas de girassol através da microbiolização sementes; 

Avaliar a incidência e severidade da murcha vascular e indução de resistência em 

plantas de girassol tratadas com isolados de Trichoderma sp. através da inoculação via 

sementes; 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Importância da cultura do girassol 

 

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma cultura originária da América do Norte, 

pertencente à família Asteraceae e é uma das 67 espécies no gênero Helianthus. Pesquisas 

sugerem que girassol foi domesticado antes do milho (Zea mays L.) pelos índios americanos 

entre 4.500 e 3.000 anos atrás, sendo utilizada com propósito de alimentação, medicinal e 

ornamental (DIAMOND, 1999). 

No Brasil, o cultivo do girassol iniciou no século XIX, na região Sul (PELEGRINI, 

1985). Em 1902, em São Paulo, iniciou-se o primeiro cultivo comercial dessa cultura, após a 

Secretaria da Agricultura distribuir sementes para os agricultores do estado (UNGARO, 

1982). 

A falta de adaptação das cultivares e a competição por outras culturas mais atrativas, 

como soja (Glycine max L. Merrill), milho (Zea mays L.), amendoim (Arachis hypogaea L.) e 

algodão (Gossypium hirsutum L.), aliados aos prejuízos ocasionados pela ferrugem, falta de 

informações sobre correção de solo, de tecnologia adaptada às condições brasileiras, baixo 

teor de óleo dos materiais genéticos utilizados nos plantios brasileiros e falta de mercado, 

resultou no insucesso do plantio do girassol em São Paulo, que teve área de 5.324 ha em 

1966/67 reduzida para menos da metade (1.500 ha) em 1972/73 (LASCA, 1993). 

No entanto, o cenário mudou e essa cultura passou a ter grande importância para o 

Brasil e o mundo. Atualmente, o girassol é uma das principais culturas oleaginosas cultivadas 

(ZHANG et al., 2018), e cada vez mais esta assumindo uma posição privilegiada na economia 

de oleaginosas, tanto a nível nacional quanto global e seu óleo vegetal é o segundo mais 

consumido no Brasil (NUNES et al., 2013). É uma planta de múltiplos usos e amplo 

aproveitamento, podendo ser utilizada na produção de biodiesel, óleo comestível, silagem, 

farelo, mel, alimento para pássaros, cosméticos, medicamentos e, também, como planta 

ornamental (CATÃO et al., 2016; LUSTRI et al., 2017). 

Em escala global, é a quarta em produção de grãos e óleo (RAUF et al., 2017), tendo a 

Ucrânia e Rússia como os maiores produtores, com uma produção de 16,5 e 15,3 milhões de 

toneladas na safra 2019/2020, o que corresponde mais de 50% do total do mundo.  Além de 

ser o principal produtor mundial, a Ucrânia também é o maior exportador de óleo 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 áreas plantadas, 

obteve uma produtividade de 1.590 kg/ha e uma produção de 74,9 mil toneladas. Os 

principais estados produtores foram Mato Grosso, Goiás, Rio Grande do Sul, Distrito Federal, 

e Minas Gerais, responsáveis por uma produção de 38,0; 32,9; 2,3; 1,5 e 0,2 mil toneladas, 

respectivamente. Na Região Centro-Oeste, essa cultura é utilizada amplamente tanto para 

extração do óleo, como na alimentação animal e humana (CONAB, 2020). 

As sementes de girassol contêm em torno de 40% de óleo comestível e 23% de 

proteínas e são fonte de fibras, vitamina E, vitaminas do complexo B, cobre e zinco 

(ADDRAH et al., 2020). O óleo é considerado de boa qualidade devido à alta concentração de 

ácidos graxos poliinsaturados (55 a 60% de ácido linoleico, 25 a 30% de ácido oleico), que 

são conhecidos por reduzir o risco de doença coronariana, reduzindo o colesterol no plasma 

sanguíneo (YAMGAR et al., 2018). 

Essa cultura apresenta características agronômicas importantes, como crescimento 

rápido, elevada qualidade e bom rendimento de óleo, tolerância à temperaturas baixas e ao 

calor e resistência a déficit hídrico (DANTAS et al., 2015; CATÃO et al., 2016). Apresenta 

ampla adaptabilidade a diferentes condições edafoclimáticas e seu rendimento é pouco 

influenciado pela latitude, pela altitude e pelo fotoperíodo (GOMES et al., 2006) 

 

3.2. Qualidade sanitária de sementes de girassol 

 

A qualidade das sementes é expressa pelos atributos genéticos, físicos, fisiológicos e 

sanitários (PESKE et al., 2012). A qualidade sanitária é avaliada pela presença ou ausência de 

infestação por insetos e/ou infecção de patógenos (GAUR et al., 2020). 

Para atender a demanda de alimentos e as necessidades nutricionais básicas da 

crescente população do mundo é necessário aumentar a produção agrícola. E, como a 

principal forma de propagação da maioria das culturas é via sementes, a qualidade das 

mesmas é um fator preponderante para o sucesso dos plantios (CATÃO et al., 2016). 

De acordo com Gomes et al. (2008) a ocorrência  de doenças causadas por vírus, 

bactérias e fungos é considerada como um dos principais entraves para expansão dessa 

cultura, pois a mesma é hospedeira de mais de 35 organismos fitopatogênicos, sendo a 

maioria fungos e transmitidos através de sementes. Catão et al. (2016) afirmam que o 

conhecimento dos padrões de qualidade das sementes antes da semeadura é o procedimento 

mais correto e seguro para evitar aumento no custo de produção da cultura. 
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Uma série de patógenos fúngicos transmitidos por sementes afetam negativamente o 

cultivo e a produção de sementes de girassol. As sementes são afetadas principalmente 

durante os estágios iniciais de germinação, resultando em baixa emergência de plântulas 

(MUKHTAR, 2009). Além disso, podem causar tombamento, podridão radicular, mancha 

foliar ou podridão do caule em plantas adultas, causando grandes perdas econômicas 

(ADDRAH et al., 2020). 

As sementes constituem em um dos principais insumos agrícolas e as mesmas devem 

apresentar boa qualidade e ser livres de patógenos, sendo este um dos pré-requisitos mais 

importante para uma boa produção agrícola, fundamental para obtenção de estandes de 

plantas uniformes, vigorosas e livres de doenças (GOMES et al. 2008).  

O inóculo presente nas sementes é facilmente disseminado e introduzido em áreas 

isentas, podendo determinar o ciclo inicial da doença e infestar, de forma definitiva, o campo 

de cultivo (SILVA FLÁVIO et al., 2014; CHALAM et al., 2020). Com isso, a utilização de 

sementes com qualidade sanitária constitui-se como um dos principais meio de reduzir a 

disseminação e introdução de patógenos nos campos de cultivo. 

O patógeno nas sementes pode ser transportado e não afetar a germinação ou não ser 

transmitido pelas sementes, pois o estabelecimento da infecção em mudas/plântulas e em 

plantas adultas é o elo decisivo no processo de transmissão de um patógeno, sendo este um 

processo complexo, resultante da interação do patógeno, de saprófitas presentes no solo e 

lixiviados produzidos pelas sementes (GAUR et al., 2020).  

Gomes et al. (2006) ao avaliarem a qualidade fisiológica e sanitária de sementes de 

girassol produzidas na região de Timon, Estado do Maranhão, constataram a presença dos 

gêneros 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 não influenciaram a germinação e vigor, e não resultaram 

em plântulas infectadas.  

Sementes são eficientes meios de sobrevivência para os patógenos, uma vez que são 

propágulos que apresentam maior viabilidade no tempo quando comparados com outras partes 

vegetais de propagação (MACHADO, 2012). Após 12 meses de armazenamento, Catão et al. 

(2016) observaram que Fusarium semitectum, Aspergillus spp. e Penicillium spp. presentes 

em sementes de girassol permaneceram viáveis e os mesmos comprometeram a qualidade das 

sementes e o desenvolvimento das plantas após o armazenamento. 
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Segundo Gaur et al. (2020) os patógenos nas sementes são conhecidos como: 1) 

Patógenos de origem externa: que estão aderidos na superfície da semente na forma de 

conídios, micélio ou qualquer outro tipo de esporo em repouso; 2) Patógenos de origem 

interna: estão presentes em qualquer lugar dentro da semente, seja abaixo do tegumento, 

endosperma ou junto ao embrião; 3) Contaminantes concomitantes: neste caso o patógeno, 

separado ou não da semente, encontra-se na forma de propágulos (micélio, escleródios e 

esporos), dentro de fragmentos vegetais, sementes de plantas daninhas e partículas de solo.  

Zhang et al. (2018) ao marcarem com GFP (proteína verde fluorescente) o isolado de  

Verticillium dahliae, agente causal da murcha de verticílio do girassol, observaram que o 

revestimento das sementes (tegumento) era um dos principais tecidos nos quais o inóculo 

infestava e se acumulava. Os resultados dessa pesquisa demonstraram que esse patógeno fica 

aderido ao tegumento das sementes, por onde é transportado à longas distâncias e 

posteriormente transmitido.  

A alta taxa de contaminação 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 contaminação, enquanto 58 variedades (84%) estavam infectadas. 

Nessa pesquisa foram identificadas cinco espécies de Alternaria spp. (A. tenuissima, A. 

alternata, A. helianthiinficiens, A. longipes e A. tamaricis), três de Fusarium spp. (F. 

oxysporum , F. incarnatum e F. proliferatum), além de V. dahliae e Cladosporium 

cladosporioides, snedo todos transmitidos pelas sementes. 

Os fungos associados às sementes ainda podem ser classificados como de campo e de 

armazenamento. Durante o processo de maturação, as sementes com elevado teor de água 

(acima de 20%), sob umidade relativa do ar superior a 95%, fornecem condições favoráveis 

ao ataque de “fungos de campo”, representados principalmente por fungos dos gêneros 

Fusarium spp., Colletotrichum spp., Macrophomina sp. e Sclerotinia sp., entre outros. Por sua 

vez, os “fungos de armazenamento”, abordam principalmente os gêneros Aspergillus spp. e 

Penicillium spp., que geralmente invadem as sementes após a colheita causando deterioração 

e podridão. Estes requerem uma menor quantidade de água (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 fúngicos 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 sanitária 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 responsáveis por 10-

30% de redução da germinação das sementes e 10-17% de mortalidade das plântulas. 

O sucesso da agricultura moderna depende de sementes isentas de patógenos, 

altamente produtivas e aliadas a novas tecnologias no tratamento dessas sementes, resultando 

em controle de patógenos com potenciais epidêmicos. 

 

3.3. Fusarium spp. associado a sementes de girassol 

 

Espécies de Fusarium spp. são comumente relatadas como endófitas, epífitas, 

saprófitas e patógenos de várias culturas economicamente importantes, estando distribuídos 

em todo o mundo, desde as regiões temperadas às tropicais (LESLIE; SUMMERELL, 2006). 

A ampla distribuição desse microrganismo pode ser atribuída à sua capacidade de crescer em 

uma ampla variedade de substratos e seus mecanismos eficientes de disseminação 

(BURGESS, 1981). 

Os sintomas típicos de Fusarium spp. em plantas de girassol incluem podridão de 

sementes e em plantas pode ser observados murcha, clorose, subdesenvolvimento, queda de 

folhas, tombamento e escurecimento vascular. Os sintomas iniciais são 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 lesões marrons 

(KEERIO et al., 2017). 

Fusarium spp. é caracterizado por apresentar macroconídios hialinos, bicelulares, 

fusiformes a falciformes, principalmente, com células apicais alongadas e células basais 

pediceladas. Os microconídios são unicelulares, hialinos, piriformes, fusiformes a ovais, retos 

ou curvos. Os clamidósporos podem estar presentes ou ausentes (LESLIE; SUMMERELL, 

2006). 

O desenvolvimento da doença causada por Fusarium spp. é favorecido quando o 

plantio é realizado em locais com temperaturas entre  5    e  0  C, em solos leves, arenosos, 

alcalinos e úmidos (SINGH et al., 2007), condições ideias para o desenvolvimento da cultura. 

Os esporos de Fusarium spp. são estimulados a germinar através de exsudatos liberados pelas 

raízes. Uma vez que o contato é feito com hospedeiro, ocorre a formação de micélio, que 
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penetra o tecido vegetal através de ferimentos ou pontos de formação das raízes laterais, 

formando assim relações interparasitárias (LESLIE; SUMMERELL, 2006). A penetração é 

controlada por uma combinação de diferentes fatores que incluem compostos fúngicos, 

estruturas da superfície da planta, ativadores ou inibidores da germinação de esporos do fungo 

e formação de tubo germinativo (MENDGEN et al., 1996). O micélio atravessa o córtex da 

raiz intercelularmente e atinge os vasos do xilema, onde cresce e se multiplica, produzindo 

macroconídios e microconídios, que são transportados sistemicamente na planta, podendo 

atingir as sementes (SHARMA et al., 2016). A colonização do sistema vascular impede o 

transporte de água e nutrientes das raízes para a parte área da planta, resultando em sintomas 

reflexos, como murcha, amarelecimento, queda das folhas até a morte da planta (JENDOUBI 

et al., 2017). 

O murchamento também pode ocorrer devido à produção de toxinas, devido às 

respostas de defesa do hospedeiro, incluindo produção de géis, gomas e tilos e esmagamento 

de vasos por proliferação de células do parênquima adjacentes (BECKMAN, 1987). 

Na ausência das condições ideais para o desenvolvimento da doença, o fungo 

sobrevive através de estruturas de resistência conhecida como clamidósporos, ou ainda, em 

estruturas internas das sementes, como no embrião. No entanto, é necessário que estudos mais 

aprofundados sejam realizados, para maior conhecimento sobre a sobrevivência deste 

patógeno nas sementes, como o período para a infecção e o desenvolvimento de métodos 

eficazes de inoculação (RAMOS et al., 2014). Os conídios têm vida curta, no entanto, os 

clamidósporos podem permanecer viáveis por muitos anos (CHAND et al., 2009).  

O fungo pode ser transmitido por semente e sobreviver em restos de plantas no solo. A 

ocorrência 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 embrião e nos cotilédones (ZHANG et al., 2018). Gomes et al. 

(2006) observaram que baixos percentuais de vigor em sementes dos genótipos Catissol 01 e 

Hélio 251 e os baixos índices de plântulas normais dos genótipos Hélio 250 e Nutrissol 

estavam relacionados com os altos percentuais de sementes de girassol portadoras de 

Fusarium sp.. 

Apesar dos poucos estudos da associação de Fusarium spp. em sementes de girassol, 

diferentes espécies já 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 proporções ao 

serem inoculados nas sementes.  

 

3.4. Identificação de Fusarium spp. 

 

 O gênero Fusarium foi descrito pela primeira vez por Link, um micologista 

alemão em meados de 1809. Em 1935 esse gênero foi dividido em mais de 1000 indivíduos 

em 16 secções, divididas em 65 espécies, 55 variedades e 22 formae speciales, sendo os 

mesmos separados através de suas características morfológicas, como tamanho e forma de 

conídios, ausência ou presença de clamidósporos e crescimento de colônia em diferentes 

meios de cultura (NELSON, 1991). Atualmente, Fusarium pertence a família 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 são considerados 

patógenos extremamente importantes, sendo responsáveis por causarem podridão radicular e 

murcha em inúmeras culturas, possuirem potencial de produção de micotoxinas, substância 

tóxica em humanos e animais e por apresentarem uma grande variação quanto ao número de 

espécies, distribuição, hospedeiro e virulência entre as regiões temperadas e tropicais 

(LESLIE; SUMMERELL 2006; KARLSSON et al., 2016). 

O gênero é um fungo típico do solo, onde é encontrado geralmente em abundância e 

amplamente distribuído pelo mundo. Vários fatores determinam a distribuição e diversidade 

desse gênero, como as condições climáticas (SUMMERELL et al., 2010), características do 

solo, tipo de cultura implantada, práticas culturais e atividades humanas (ALABOUVETTE et 

al., 2009). 

A identificação correta de espécies de Fusarium é importante para condução de 

estratégias de controle desse patógeno.  O conhecimento da variabilidade das populações é de 

fundamental importância no conhecimento evolutivo e epidemiológico de determinado 

patógeno, sendo útil para fornecer informações sobre o potencial de adaptação dos 

organismos a diferentes genótipos do hospedeiro e preferências climáticas, ciclo de vida, 

produção de micotoxinas e respostas a fungicidas e outras condições adversas, tendo 

implicações diretas no manejo da doença (XU; NICHOLSON, 2009). 

A identificação de Fusarium spp. envolve três conceitos de espécie: conceito de 

espécie morfológica (Morphological Species Concept – MSC), baseados em caracteres  

morfológicos em comum a um grupo (e diferente nos demais grupos); o conceito da espécie 
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biológica (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  análise de sequências de DNA (O`DONNELL  et  al.,  2000).  

A identificação inicial geralmente é realizada através de observações e mensurações 

das características morfológicas em meios de culturas e temperaturas apropriados, por 

exemplo, a forma e o tamanho dos conídios, pigmentação e taxa de crescimento da colônia em 

meio de cultura comum, presença ou ausência de clamidósporos, entre outros caracteres 

(LESLIE; SUMMERELL, 2006).  

Para Fusarium spp., a identificação em nível de espécie utilizando caracteres 

morfológicos é muitas vezes difícil, devido à alta variabilidade entre os isolados da mesma 

espécie e entre as diferentes espécies, além de, muitas vezes, serem afetados por qualquer 

alteração do ambiente (O’DONNELL et al., 2013). Com isso, muitas espécies de Fusarium 

sofreram com os vários sistemas taxonômicos aplicados no passado, a exemplo de F. 

oxysporum, que exibe uma subestrutura filogenética complicada e possui múltiplas espécies 

crípticas, ou seja, houve muito erro com a identificação baseadas somente em caracteres 

morfológicos (LOMBARD et al., 2019). 

A identificação baseada no conceito biológico pode ser limitada, pois algumas 

espécies só possuem reprodução assexuada, existência de espécies que não são cultiváveis ou 

simplesmente a falta de condições ambientais para a reprodução sexuada, por apresentarem 

homotalismo e pela dificuldade de reprodução in vitro (LESLIE; SUMMERELL, 2006).  

Dentre as espécies com dificuldades na identificação, com base no conceito biológico, 

podemos citar F. oxysporum, pois o mesmo é definido pelo fenótipo assexuado, não 

possuindo forma sexual conhecida, embora estudos indiquem a possível presença de um ciclo 

sexual críptico (AOKI et al., 2014). Essa espécie utiliza mecanismos parassexuais entre os 

isolados heterocarióticos para ocorrer variabilidade genética (LESLIE, 1993). 

O gênero Fusarium possui uma alta diversidade, tendo várias morfoespécies, 

representadas através de complexos de espécies (O’DONNELL et al., 2013). Além disso, 

observa-se um grande número de formae speciales existentes (O`DONNELL, 2000).  Para as 

espécies inseridas no complexo Fusarium fujikuroi (FFSC), conhecido anteriormente como 

complexo Gibberella fujikuroi (FFSC), a utilização dos conceitos de espécie morfológica, 

biológica e filogenética tem contribuído significativamente para a taxonomia, permitindo a 

descrição mais robusta e confiável das espécies (LESLIE; SUMMERELL, 2006; KVAS et al., 

2009). 
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O complexo F. fujikuroi (FFSC) é formado por 17 espécies biológicas e 65 espécies 

filogenéticas. As espécies desse complexo formam um grupo monofilético que possuem 

características morfológicas semelhantes, o que dificulta a sua diferenciação. Além disso, as 

espécies biológicas correspondem às espécies filogenéticas (O’DONNELL et al., 1998; 

KVAS et al., 2009). 

A identificação de determinadas espécies de Fusarium spp. utilizando os conceitos 

morfológicos e biológicos eram aceitas como válidas e confiáveis anteriormente. Poletto et al. 

(2006) identificaram espécies de Fusarium spp., em  plantios  de  erva-mate  (Ilex  

paraguariensis A.  St.-Hil.) utilizando caracteres morfológicos. 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 utilização de técnicas moleculares, 

sendo esta uma ferramenta para identificação de espécies de forma mais precisa, utilizada 

para complementar os testes de patogenicidade e caracterização morfológica para 

identificação de Fusarium spp. (KOYYAPPURATH et al.2016).  

Estudos biológicos e morfológicos, aliados as análises moleculares, tem sido de 

fundamental importância na reclassificação de espécies e grupos e identificação de novas 

espécies de forma mais confiável e precisa. Essas análises são feitas através de amplificação e 

análise de sequências de DNA de genes selecionados, fornecendo informações sobre a 

variabilidade e relações evolutivas dos mesmos (LESLIE; SUMMERELL, 2006). 

Uma das técnicas moleculares amplamente utilizadas para a identificação de fungos é 

a da Reação da Polimerase em Cadeia (PCR), que permite a amplificação de fragmentos 

específicos de DNA de células fúngicas. A identificação de espécies de Fusarium pode ser 

através de alinhamento de sequências das regiões gênicas calmodulina (CmdA), da primeira e 

segunda maior subunidade do RNA-polimerase (Rpb1 e Rpb2), fator de elongação 1-α (tef1) 

e β-tubulina (tub2) (LOMBARD et al., 2019), sendo esses marcadores filogenéticos 

poderosos dentro do gênero Fusarium. 

A maioria das sequências do gene TEF1 estão disponíveis em bancos de dados, como 

Fusarium-ID (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 gênicas de Fusarium spp.. O 

gene β-tubulina foi o primeiro codificador de proteína usado em Fusarium (O'DONNELL et 

al. 1998). No entanto, observou-se a presença de parálogos 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, não existe estudos relevantes sobre a diversidade genética de Fusarium spp. 

em girassol. Assim, é de grande importância avaliar marcadores morfológicos e estudar sua 

filogenia, gerando informações que possibilitem o entendimento da estrutura populacional, da 

patogenicidade e posteriormente o desenvolvimento de tratamentos eficientes.  

 

3.5. Controle biológico de Fusarium spp. associado à sementes 

 

Levando em consideração que doenças em plantas são originadas pelo inóculo 

primário, estando estes frequentemente associados às sementes, as medidas de controle 

visando os princípios de prevenção e exclusão têm sido as mais recomendadas. Nesse sentido, 

é importante fazer o uso de sementes isentas de patógeno, evitando assim a introdução do 

mesmo em áreas não infestadas (JIMÉNEZ-DÍAZ et al., 2015). 

O controle biológico de doenças de plantas pode ser definido, de forma geral, como a 

redução da soma de inóculo ou das atividades determinantes da doença, provocada por um 

patógeno, realizada por um ou mais organismos que não o homem (COOK; BAKER, 1983), 

ou seja, de forma geral, é a utilização de um microrganismo para controlar outro 

microrganismo.  Os agentes com potencial para interferir nos processos vitais dos patógenos 

são chamados de antagonistas. Esses organismos devem estar adaptados ao mesmo nicho 

ecológico que os patógenos, podendo esse método ser integrado facilmente com métodos 

culturais e genéticos (MORANDI et al., 2009). 

Os mecanismos de ação dos antagonistas normalmente envolvidos no controle 

biológico são a antibiose (MARTINI et al., 2014; FARIAS et al., 2020), parasitismo, 

hiperparasitismo e micoparasitismo (SANTOS et al., 2012); competição (BENÍTEZ et al., 

2004) e indução de resistência (ABDELRAHMAN et al., 2016).  

As barreiras científicas e tecnológicas são desafios para o desenvolvimento e 

comercialização de produtos biológicos eficazes, como estabelecimento de métodos de 

triagem relevantes, desenvolvimento de formulações e aplicações adequadas, bem como 

monitoramento do antagonista que foi introduzido no agroecossistema (LEGRAND et al., 

2017).  

As principais espécies que estão em produtos comercializados pertencem ao gênero 

Trichoderma spp.. Pode-se destacar as espécies T. asperellum, T. harzianum, T. stromaticum 

e T. viride, estando disponíveis nas seguintes formulações: pós-molháveis, grânulos 
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dispersíveis, suspensões concentradas, óleos emulsionáveis, grãos 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 inúmeras culturas, podendo ser utilizados através do tratamento de 

sementes ou incorporação ao solo (MORANDI et al., 2009). 

O gênero Trichoderma spp. consiste em fungos de vida livre, que se reproduzem 

assexuadamente, presentes frequentemente em solos de regiões de clima temperado e tropical 

(MACHADO et al., 2012), sendo na maioria das vezes isolados a partir de solos florestais ou 

agrícolas e podendo ser cultivados in vitro (BROTMAN et al., 2010). Espécies de 

Trichoderma prevalecem especialmente em ambientes úmidos e podem ser isoladas de todas 

as zonas climáticas, incluindo solos de desertos (ABDELRAHMAN et al., 2016), tendo seu 

desenvolvimento favorecido por temperaturas acima de 25 °C (PAULA JÚNIOR 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 são ricos em uma grande 

diversidade de espécies de Trichoderma spp.. E esses são alvo de inúmeras pesquisas, sendo 

fundamental para descoberta de isolados eficientes para uso no controle biológico de 

fitopatógenos em diversos agroecossistemas (MARCUZZO; CARVALHO, 2018; REDDA et 

al., 2018).  Esse antagonista é considerado o mais importante microrganismo utilizado no 

controle biológico, por ser eficaz contra uma ampla gama de fungos fitopatogênicos (SAITO 

et al., 2010). Com isso, a utilização de Trichoderma spp. como biofungicidas vem crescendo 

atualmente na agricultura (BETTIOL et al., 2009; ZEILINGER et al., 2016). 

O gênero Trichoderma também é considerado um dos mais importantes 

microrganismos utilizados no tratamento de sementes. Este antagonista destaca-se devido à 

sua alta adaptabilidade ecológica, por interagir de forma benéfica com plantas, podendo 

suprimir doenças através de seus efeitos diretos sobre o patógeno com uma combinação de 

vários mecanismos, incluindo competição por nutrientes e/ou espaço, antibiose e 

micoparasitismo (DINESH et al., 2018) ou indiretamente, com a capacidade de induzir a 

defesa das plantas contra os patógenos (ZEILINGER et al., 2016). 

Além de proteger a rizosfera das plantas contra patógenos, possui a capacidade de 

melhorar a taxa de germinação e o vigor das sementes, auxiliando também na absorção e 

concentração de nutrientes através do aumento do sistema radicular, promovendo o 

crescimento vegetal pela produção de hormônios 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 aceitável às práticas agrícolas tradicionais, tanto para manejo da doença 

como para promoção do crescimento de várias culturas agrícolas. Diversas pesquisas têm 

mostrado a eficiência de Trichoderma spp. no controle de inúmeras espécies de Fusarium 

spp. associados à sementes.  

Cheng et al. (2011) relataram que a proteína extracelular L-aminoácido oxidase 

secretado por T. harzianum ETS 323 está envolvida no antagonismo direto contra Botrytis 

cinerea, com hifas do patógeno mostrando uma resposta a apoptose-like, incluindo a geração 

de espécies reativas de oxigêncio (ROS), fragmentação de DNA e despolarização da 

membrana mitocondrial. Zeilinger et al., 2016, verificaram a ocorrência de mais de 22 

metabólitos secundários responsáveis pelo controle de F. oxysporum f. sp. cepa agente causal 

da podridão basal na cebola (Allium cepa L.). Carvalho et al. (2011) verificaram o efeito 

antagônico de seis isolados de T. harzianum no controle de F. oxysporum f. sp. phaseoli em 

sementes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). Em tomateiro (Solanum lycopersicum L.) a 

utilização de isolados de T. harzianum mostrou-se eficiente tanto no controle in vitro como in 

vivo da murcha-de-fusário, causado por F. oxysporum f. sp. lycopersici (SALAZAR et al., 

2011). 

Milanesi et al. (2013) testaram a eficiência de Trichoderma spp. no biocontrole 

de Fusarium spp. e promoção de crescimento em plântulas de soja (Glycine max L.) e 

constataram que diferentes isolados foram eficientes no controle de Fusarium spp. tanto in 

vitro quanto in vivo, e além disso, atuaram como promotores de crescimento de plântulas de 

soja nas condições testadas. Silva et al. (2019) observaram a atividade antagônica in vitro de 

Trichoderma sp. contra F. subglutinans e o efeito no tratamento de sementes de 

Pinus (Pinus spp.) com Trichoderma sp. sobre a podridão radícula, Oe concluíram que o 

antagonista possibilitou a redução da incidência da podridão com aumento da emergência e 

crescimento inicial das mudas. 

Farias et al. (2019) observaram uma redução significativa da incidência e severidade 

da murcha de fusário no em plantas de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) tratadas com 

produtos biológicos 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 patógenos, reduzindo 

significativamente a incidência e severidade da doença em plantas através da indução de 

resposta de resistência sistêmica na cultura.Com objetivo de identificar cepas de Trichoderma 

spp. com potencial de biocontrole contra F. avenaceum ou F. culmorum e testá-las no 
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revestimento de sementes de milho em condições de campo, Coninck et al. (2020) observaram 

que a cepa com potencial de biocontrole foi identificada como um T. atroviride e que o 

tratamentos das sementes aumentou significativamente a taxa de emergência de plântulas 

infectadas em comparação com sementes não tratadas.  

O biocontrole de patógenos vegetais transmitidos por sementes, principalmente com o 

uso de Trichoderma spp., está se tornando uma estratégia importante para apoiar a agricultura 

sustentável. Vale ressaltar que os efeitos benéficos de Trichoderma spp. diferem em relação 

ao genótipo da planta, isolado fúngico e concentrações aplicadas (ISLAM et al., 2014), com 

isso, são necessárias pesquisas que ampliem o banco de dados de plantas hospedeiras a esse 

antagonista, bem como isolados eficientes aplicados no controle de patógenos agressivos para 

que se possa entender os mecanismos envolvidos no controle da doença. 

Ao realizar seleção de cepas de microrganismos antagônicos, espera-se que os mesmos 

sejam totalmente adaptados às condições edafoclimáticas locais, para se desenvolverem e 

controlarem os patógenos e que ao mesmo tempo produzam uma alta taxa de inóculo ao longo 

do período de sobrevivência e uma atividade de biocontrole suficiente para o uso em larga 

escala (CONINCK et al., 2020). 
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CAPÍTULO II 
 

ESPÉCIES DE Fusarium ASSOCIADAS A SEMENTES DE GIRASSOL: 

CARACTERIZAÇÃO POLIFÁSICA E TRANSMISSÃO 

 

 

FARIAS, O. R. Espécies de Fusarium associadas a sementes de girassol: caracterização 

polifásica e transmissão (Doutorado em Agronomia). Programa de Pós-Graduação em 

Agronomia, Universidade Federal da Paraíba. Areia, PB. 2020. 
 

RESUMO 

 

Espécies de Fusarium são responsáveis por causar deterioração de sementes, podridão 

radicular e murcha em girassol. Esse patógeno é disseminado e transmitido através de 

sementes. A identificação desse patógeno a nível de espécie é de fundamental importância no 

conhecimento evolutivo e epidemiológico, implicacando diretamente no manejo da doença. O 

objetivo desse trabalho foi identificar as espécies de Fusarium associado a sementes de 

girassol no Brasil, bem como determinar a prevalência e a transmissão semente-plântula 

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 caracterização molecular dos 

isolados foi realizada utilizando sequências do gene fator de alongamento (EF1) e o gene β-

tubulina 2 (tub2). Para caracterização morfológica foram realizadas avaliações após cultivo do 

fungo in vitro e observações em microscopia: pigmentação da colônia; presença ou ausência 

de esporodóquios; tamanho (comprimento e largura), formato e septação de microconídios e 

macroconídios; tipos de fiálides (monofiálide e/ou polifiálide); presença ou ausência de 

clamidósporos; microconídios em falsas cabeças e/ou cadeia; crescimento micelial; índice de 

velocidade de crescimento micelial e produção de conídios. A prevalência foi calculada pelo 

número total de determinada espécie oriunda na cultivar em relação ao número total de 

espécies. Para avaliação da transmissão, realizou-se a inoculação através do contato direto 

entre as sementes da cv. BRS 324 e a colônias do patógeno em meio BDA contendo manitol. 

Foram avaliadas a porcentagem de emergência, sementes não germinadas com e sem 

Fusarium spp., plântulas sintomáticas e assintomáticas e taxa de transmissão. F. fabacearum, 

F. pseudocircinatum, F. verticillioides e F. proliferatum foram identificados nas sementes de 

girassol avaliadas. Observou-se uma ampla variabilidade morfológica entre os isolados, 

principalmente com relação à pigmentação da colônia, crescimento micelial, índice de 

velocidade de crescimento micelial e produção de conídios. F. proliferatum foi a espécie mais 

prevalente nas diferentes cultivares. Além do apodrecimento das sementes, observaram-se 

sintomas de podridão do colo, tombamento, escurecimento vascular, subdesenvolvimento e 

podridão das folhas cotiledonares. Todos os isolados das quatro espécies avaliadas foram 

patogênicos e transmitidos via sementes. Esta pesquisa fornece informações importantes sobre 

Fusarium spp. associado a sementes de girassol no Brasil e confirma a importância dos 

estudos moleculares para a identificação das espécies e para a observação da diversidade 

genética, sendo esses conhecimentos fundamentais para estudos ecológicos desse patógeno.  
 

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 Pós-Graduação 

em Agronomia, Universidade Federal da Paraíba. 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 β-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. INTRODUÇÃO 

 

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma das principais culturas oleaginosas cultivadas 

mundialmente (ZHANG et al., 2018), em 2020 ocupou uma área plantada de 47,1 mil há, com 

produtividade de 1.599 kg/ha e produção de 74,9 mil toneladas (CONAB, 2020). As sementes 

dessa cultura possuem alto teor de óleo de alta qualidade, usado principalmente para consumo 

humano (ADDRAH et al., 2020). O óleo de girassol é o segundo óleo vegetal mais consumido 

no mundo, atrás apenas do óleo de soja (NUNES et al., 2013). Além do uso como óleo 

comestível, o girassol também poder utilizada como ornamental, alimento para pássaros e na 

produção de biodiesel, bem como na medicina popular para fins de tratamento inflamatórios, 

infecções e enfermidades crônicas (CATÃO et al., 2016; LUSTRI et al., 2017). 

Apesar da adaptabilidade a diferentes condições edafoclimáticas o plantio de girassol é 

afetado por patógenos fúngicos transmitidos via sementes, sendo considerados uns dos 

principais entraves à sua produção (ADDRAH et al., 2020). Em virtude dos danos 

ocasionados pelos patógenos às sementes do girassol, principal produto de interesse 

econômico para produção de óleo, a sua qualidade sanitária tem despertado o interesse dos 

produtores. As sementes constituem um meio eficiente de sobrevivência e disseminação para 

a maioria dos fitopatógenos (CHALAM et al., 2020). Múltiplas espécies de Fusarium são 

encontradas associadas a sementes de milho, trigo, feijão, arroz e soja, dentre outras culturas 

(GUO et al., 2016; IGNJATOV et al., 2016; GAI et al., 2018; DEEPAK et al., 2019; SUSANI 

et al., 2020; CHANG et al., 2020). 

O gênero Fusarium é um dos patógenos mais importantes na patologia vegetal, sendo 

responsável por causar podridão radicular e murcha em culturas de importância econômica. 

Várias espécies pode produzir micotoxinas, substância tóxica à humanos e animais (LESLIE; 

SUMMERELL, 2006). Atualmente, pelo menos treze espécies de Fusarium são 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 típicos 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 responsável por ocasionar apodrecimento de 

sementes (SHARFUN-NAHAR; MUSHTAQ, 2006). As sementes infectadas são afetadas 
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principalmente durante o estabelecimento inicial da cultura, resultando na redução 

significativa da emergência e crescimento de plântulas (SRINIVAS et al., 2017). 

Fusarium é considerado como um dos gêneros fúngicos mais importantes 

economicamente no mundo, sendo encontrado associado a uma ampla gama de hospedeiros. 

Anteriormente, a identificação das espécies de Fusarium era realizada com base em 

características morfológicas e culturais (KOYYAPPURATH et al., 2016). No entanto, os 

caracteres morfológicos podem variar de acordo com fatores ambientais, como meio de 

cultura e temperatura. Atualmente, a identificação de espécies de Fusarium é realizada usando 

uma abordagem polifásica que combina características morfológicas e culturais com análise 

filogenética multilocus de sequências de DNA (KVAS et al., 2009). 

Além da identificação, estudos da taxa de transmissão de Fusarium spp., via sementes, 

contribui para o estabelecimento de padrões de tolerância dentro do processo de certificação 

de sementes (KUMAR et al., 2020). Ainda existem dúvidas quanto a relação de Fusarium spp 

causando danos em sementes de girassol e não há relação da porcentagem de transmissão das 

diferentes espécies desse patógeno identificadas nas sementes de girassol, tampouco, uma 

relação da infecção fúngica com o vigor de sementes e desenvolvimento iniciais das plantas. 

Embora existam vários relatos de espécies de Fusarium em associação com girassol, 

não há informações sobre a diversidade, prevalência e transmissão 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 

prevalência e a transmissão semente-plântula dessas espécies. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Localização experimental 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Fitopatologia (LAFIT) do Centro 

de Ciências Agrárias, Universidade Federal da Paraíba, localizado em Areia-PB, Brasil e no 

Laboratory of Plant Virology and Laboratory of Mycology, do Mediterranean Institute for 

Agriculture, Environment and Development, pertencente à Universidade de Évora, localizada 

em Évora, Portugal. 

 

2.2. Obtenção e preservação dos isolados de Fusarium  

 

Os isolados foram obtidos de sementes girassol das cultivares Aguará 04, Aguará 06, 

Olisun 3, Hélio 250, BRS 321, BRS 322, BRS G26, GF 101, safra 2017-2018, fornecidas 

pelas Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA Algodão). As sementes mal 

formadas e danificadas por pragas (sementes parcial ou totalmente destruídas, com 

perfurações que atingiram o embrião) foram descartadas. 

As sementes de girassol infectadas foram submetidas ao blotter test (BRASIL, 2009), 

utilizando 200 sementes (dez repetições de vinte sementes), previamente desinfestadas em 

solução de hipoclorito de sódio a 1% durante 3 minutos, para eliminação dos fungos aderidos 

externamente nas sementes. As sementes foram distribuídas individualmente em placas de 

Petri (Ø 15 cm), contendo dupla camada papel filtro previamente esterilizados e umedecidos 

com 10 mL de água destilada esterilizada (ADE) e mantidas por período de sete dias à 

temperatura de 25 ± 2°C. As estruturas características de Fusarium que cresceram sobre as 

sementes foram transferidas, com o auxílio de agulha histológica, para placas de Petri, 

contendo meio de cultura batata-dextrose-ágar (BDA). As placas de Petri foram incubadas a 

25 ± 2 °C, com fotoperíodo de 12 horas, durante sete dias. Culturas puras foram estabelecidas 

a partir de esporos únicos para aqueles isolados identificados como Fusarium com base em 

características morfológicas de acordo com (LESLIE; SUMMERELL, 2006) (Tabela 1). Os 

isolados foram preservados pelo método Castellani (CASTELLANI, 1939). 
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2.3. Análise filogenética  

 

2.3.1. Extração de DNA, amplificação por PCR e sequenciamento de DNA. 

 

Os isolados de Fusarium foram cultivados em BDA por 5-10 dias a 26 ± 3ºC. A 

extração foi realizada com kit de DNA (Invitrogen PureLink Genomic DNA Mini Kit) de 

acordo com as instruções do fabricante. A concentração total do DNA extraído foi 

determinada usando espectrofotômetro 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 seleção de isolados representativos para análises 

multilocus. Os diferentes haplótipos foram identificados usando DnaSP 4.0 (ROZAS et al., 

2003). Os isolados representativos foram escolhidos de acordo com a cultivar de girassol. 

Região parcial do gene da β-tubulina 2 (tub2) foram amplificados usando T1 e T22 

(O'DONNEL; CIZELNIK, 1997) e sequenciados para os isolados representativos.  

Reações da PCR foi realizada em um volume final de 50 L, contendo a mistura de 7-

20 ng de DNA genômico, Tris-HCl 10 mM (pH 8,6), KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM, dNTPs 

0,  mM (Fermentas), 0,  μM de cada primer e  ,5 U de DreamTaq DNA polimerase 

(Fermentas). As reações de PCR foram realizadas em um termociclador (BioRad), usando os 

seguintes ciclos:  desnaturação inicial de 95 ºC por 2 min, seguidos de 40 ciclos: desnaturação 

a 95 ºC por 30s, anelamento a 67 ºC (EF) ou 58 ºC (tub2) por 50s, extensão a 72 ºC por 60s e 

uma extensão final a 72 ºC por 10 min. Os produtos de PCR foram separados por eletroforese 

em gel de agarose a 1,5% em tampão 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 instruções do fabricante. O sequenciamento de DNA foi 

realizados pela Macrogen (Holanda).  

 

2.3.2. Alinhamento de sequências e análises filogenéticas 

 

Os consensos foram montados usando o Staden Package (STADEN et al., 1998). 

Todas as sequências consensos obtidas foram usadas como consultas no banco de dados 

Fusarium-ID (GEISER et al., 2004) e no banco de dados de nucleotídeos National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) usando o algoritmo de Basic Local Alignment Search 

Tools (BLAST) (JOHNSON et al., 2008) para confirmar as atribuições taxonômicas dos 
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isolados. As sequências ex-types de Fusarium foram obtidas do GenBank, onde foram 

depositadas as sequências geradas neste estudo. 

O alinhamento das múltiplas sequências de cada locus individual foi estimado on-line 

usando a estratégia G-INS-i na versão MAFFT 7 (KATOH; STANDLEY, 2013; KATOH et 

al., 2019), com parâmetros padrão para abertura e extensão de gap e 200PAM / =2 matriz de 

pontuação de nucleotídeos e ajustado manualmente, quando necessário, usando o MEGA6 

(TAMURA et al., 2013).  

As análises filogenéticas foram realizadas usando os métodos de Máxima 

Verossimilhança (MV) e Inferência Bayesiana (IB) para os gene individuais e concatenados. 

As análises 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 análises 

de MV foram conduzidas com 1000 bootstrap (-m GTRGAMMA -p 12345 -k -f a -N 1000 -x 

12345) sob modelo GTRGAMMA. 

Para BI, os modelos de substituição de nucleotídeos foram estimados no MrModeltest 

2.3 (NYLANDER, 2004), usando o critério de informação de Akaike (AIC) para cada gene 

individualmente. A matriz concatenada foi particionada com cada gene com seu referente 

modelo de substituição de nucleotídeos. Quatro cadeias de Markov Monte Carlo 174 

(MCMC) foram conduzidas por 5 x 10
7
 gerações e as árvores foram amostradas a cada 1000 

gerações. A convergência de todos os parâmetros foi verificada usando Tracer v 1.5 

(RAMBAUT; DRUMMOND, 2010) e os primeiros 25% das gerações foram descartados 

como burn-in. A versão 1.4.3 do FigTree (RAMBAUT, 2012) foi usada para visualizar a 

árvore filogenética. 

 

2.4. Análise morfológica dos isolados 

 

Os isolados representativos serão caracterizados morfologicamente utilizando os 

meios nutritivos Batata Dextrose Ágar (BDA) e Syntetic Nutrient-Poor Ágar (SNA) 

(NELSON, 1987). A caracterização morfológica será realizada quanto à taxa de crescimento, 

produção de conídios, pigmentação da colônia e micromorfologia, seguindo os protocolos de 

Leslie; Summerell (2006).  

A pigmentação da colônia será observada em isolados crescidos em placas de Petri 

contendo meio de cultura BDA, incubados a 25 ± 2 ºC por um período de 10-14 dias. A 

coloração do verso e reverso das colônias, visualizada no fundo das placas. 
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As características micromorfológicas serão avaliadas nos isolados crescidos em SNA 

contendo folhas de cravo, incubados a 25 ± 2 ºC por um período de 10-14 dias. As 

características morfológicas observadas serão à presença ou não de esporodóquios; tamanho 

(comprimento e a largura), formato e septação de microconídios e macroconídios (com base 

na medição de 15 estruturas); tipos de fiálides (monofiálide e/ou polifiálide); presença ou 

ausência de clamidósporos; microconídios em falsa cabeça e/ou cadeia. 

As dimensões dos macros e microconídios serão obtidas por meio do programa Motic 

Images Plus 2.0, instalado em computador acoplado a um microscópio Olympus BX53, com 

fotografias registradas através da câmera Olympus DP73 com auxílio do programa CellSens 

Dimension em aumento de 20, 40 e 100x.  

Para avaliação do crescimento micelial, um disco de 5mm de diâmetro será transferido 

da margem das colônias dos isolados de Fusarium spp. para placas de Petri, com tamanho de 

9 cm de diâmetro, contendo meio de cultura BDA. As placas serão incubadas a 25 ± 2 ºC no 

escuro. O diâmetro das colônias será mensurado com paquímetro digital, diariamente, até sete 

dias de incubação. Serão avaliadas, para cada isolado, quatro placas de Petri, com colônias do 

fungo em BDA (cada placa de Petri será considerada como repetição). 

 Os dados do crescimento das colônias também serão utilizados para estimar índice de 

velocidade de crescimento micelial (IVCM), através de fórmula proposta por Oliveira (1991): 

IVCM= (D-Da)/N, sendo: IVCM=índice de velocidade de crescimento micelial; D=diâmetro 

médio atual da colônia; Da=diâmetro médio da colônia do dia anterior; N=número de dias 

após a inoculação na placa de Petri. 

A avaliação da produção de conídios pelos isolados de Fusarium spp. será realizada 

com o patógeno crescido em BDA, incubados a 25 ± 2 ºC por período de 7 dias. A contagem 

de esporos será realizada em suspensão aquosa adicionada de Tween 20. Essa suspensão será 

obtida pela adição de 20 mL de ADE às placas de Petri contendo as colônias fúngicas e o 

auxílio de um pincel de cerdas macias para a liberação dos esporos.  A suspensão de esporos 

será filtrada em dupla camada de gaze esterilizada e a contagem realizada em hemacitômetro 

(ALFENAS; MAFIA, 2016). 

 

2.5. Prevalência de espécies de Fusarium  

 

A prevalência de espécies de Fusarium spp. obtidas de sementes de diferentes 

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

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

cultivar. 

 

2.6. Transmissão semente-plântula de Fusarium spp.  

 

A inoculação dos isolados de Fusarium spp. foi realizada através da técnica de 

condicionamento fisiológico desenvolvida por Sousa et al. (2008), na qual os isolados 

fúngicos foram cultivados em meio BDA + manitol com potencial osmótico ajustado para –

1,0 MPa. As placas foram incubadas a 25 ± 2 °C com fotoperíodo de 12 horas por 7 dias.  

Após o crescimento micelial dos isolados alcançar toda superfície do substrato, as 

sementes desinfestadas foram distribuídas sobre as colônias fúngicas, permitindo que as 

mesmas entrassem em contato com a cultura do patógeno, onde permaneceram em incubação 

a 25 ± 2 °C com fotoperíodo de 12 horas por 48 horas. As sementes do tratamento controle 

foram adicionadas em substrato com o restritor hídrico, na ausência de Fusarium spp.. 

Transcorrido o período de incubação, as sementes foram distribuídas em vasos 

plásticos (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 vegetação durante 25 

dias, com temperatura oscilando de 28 a 32 ºC durante o dia e de 16 a 18 ºC durante a noite. A 

irrigação foi realizada duas vezes ao dia, via rega manual. 

No teste de transmissão, avaliou-se a porcentagem de plântulas emersas aos 14 dias 

após o semeio (BRASIL 2009). As sementes não germinadas foram retiradas, lavadas em 

hipoclorito de sódio a 1%, seguida de ADE e colocadas em câmara úmida, na qual 

permaneceram por sete dias, para identificação de sementes não germinadas com Fusarium 

spp (NCF) ou sem Fusarium spp. (NCF) associados. 

Aos 25 dias calculou-se a porcentagem de plântulas sintomáticas e assintomáticas que 

foram coletadas, lavadas em água corrente, para retirada do excesso de solo aderido ao 

sistema radicular e levadas ao Laboratório de Fitopatologia. Em cada plântula foram retirados 

dois fragmentos do feixe vascular (seccionou a plântula e retirou os fragmentos em locais com 

lesões), e realizada a assepsia do material em álcool 70% por 30 segundos, seguido por 

hipoclorito de sódio 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 fotoperíodo de 12 horas. Foi considerada infectada a plântula na qual foi 

possível identificar as estruturas do patógeno sob o material vegetal. 
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A taxa de transmissão foi determinada com base na taxa de plântulas sintomáticas e 

incidência de cada isolado de Fusarium spp. nas sementes inoculadas, por meio da fórmula 

proposta por Goulart (1996): Taxa de transmissão (%) = (Porcentagem de plântulas 

infectadas/Incidência do isolado nas sementes) x 100. Ao final, a incidência da doença foi 

calculada com base na seguinte fórmula: Incidência da doença (%) = (n / N) × 100, onde, n= 

número de sementes não germinadas com Fusarium spp. (NCF) e plantas infectadas e N = 

número total de sementes e plantas examinadas. 

A incidência de doença no girassol foi calculada pela soma da porcentagem de sementes 

não germinadas com Fusarium spp. (NCF) e porcentagem de plântulas sintomáticas. Os isolados 

também foram distribuídos em quatro grupos de virulência, segundo avaliação proposta por 

Bashyal et al. (2016): não virulento (incidência da doença de 0%), baixa virulência (incidência 

da doença de 2–25%); moderada virulência (incidência da doença de 26- 50%); e alta virulência 

(incidência da doença de 51-100%). 

 

2.7. Delineamento e análise dos dados  

 

O delineamento utilizado para todos os testes foi inteiramente casualizado. As médias 

obtidas no teste de crescimento de colônia, índice de velocidade de crescimento micelial, 

produção de conídios e transmissão foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p <0,05). Para 

analisar a influência das variáveis sobre a transmissão e índices de emergência e realizar o 

agrupamento dos isolados, foi realizada uma matriz de correlação e uma análise descritiva de 

componentes principais (ACP). A análise estatística foi realizada pelo software estatístico R (R 

CORE TEAM, 2020), as médias foram submetidas análise de variância (ANOVA) e teste de 

Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos resíduos. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Amostragem e isolamento 

 

 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 (Código) Cultivar 

F. pseudocircinatum F1 Aguará 04 

F. pseudocircinatum F2, F3 Olisun 3 

F. pseudocircinatum F4 Hélio 250 

F. fabacearum F5, F6 BRS 321 

F. fabacearum F7 Aguará 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 Aguará 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 Aguará 04 

F. proliferatum F39, F40 GF 101 

F proliferatum F41 Aguará 06 

F. proliferatum F42, F43, F44, F45, F46, F47 Olisun 3 

F. proliferatum F48, F49 Hélio 250 

 

3.2. Análise filogenética  

 

Este estudo representa a primeira tentativa de caracterizar espécies de Fusarium 

associadas sementes de girassol no Brasil usando uma abordagem filogenética e integrando 

morfologia, prevalência e transmissão. Neste estudo nos encontramos quatro espécies de 

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

pseudocircinatum e F. verticillioides. 

A Análise preliminar da variação nucleotídica entre os 50 isolados usando sequências 

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

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

fabacearum. 

 Os isolados de Fusarium associados a sementes de girassol foram distribuídos entre 

três clados bem suportados em ambas as análises multilocus MV e BI e um clado suportado 

na análise BI.  Dois isolados pertencem o complexo espécies Fusarium oxysporum (FOSC), 

sendo identificados como F. fabacearum suportado pela análise BI (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 

árvores. Um isolado identificado como F. pseudocircinatum e nove isolados como F. 

verticillioides, ambos com clados suportados na análise multilocus e na maioria das árvores 

gênicas individuais (Figura 2). 
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Figura 1. Árvore de máxima verossimilhança do complexo de espécies Fusarium oxysporum 

inferida a partir de um alinhamento concatenado de tef1 e TUB2. Os valores de 

suporte de bootstrap (MV ≥ 70) e os valores de probabilidade posterior bayesiana 

(PP ≥ 0.95) são mostrados nos nós. "-" indica suporte não significativo. Ex-tipos 

são enfatizados em negrito. "*" Indica isolados de sementes de girassol (Helianthus 

annuus L.). A árvore está enraizada pelo midpoint. A barra de escala indica o 

número estimado de substituições por site. 
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Figura 2. Árvore de máxima verossimilhança do complexo de espécies Fusarium fujikuroi 

inferida a partir de um alinhamento concatenado de tef1 e TUB2. Os valores de 

suporte de bootstrap (MV ≥ 70) e os valores de probabilidade posterior bayesiana (PP 

≥ 0.95) são mostrados nos nós. "-" indica suporte não significativo. Ex-tipos são 

enfatizados em negrito. "*" Indica isolados de sementes de girassol (Helianthus 

annuus L.). A árvore está enraizada pelo midpoint. A barra de escala indica o número 

estimado de substituições 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, adaptação ambiental e sintomatologia da doença (BELL et al., 2019). Snyder; 

Hansen (1940) inicialmente dividiram os isolados desse complexo, que causam murchas ou 

podridões das raízes, em grupos chamados formae speciales (f. sp.) com base na 

especificidade do hospedeiro.  

Diante das dificuldades taxonômicas das espécies dentro do complexo Fusarium 

oxysporum (FOSC), Lombard  et  al., (2019) fizeram uma epitificação  e nomearam 15 

espécies dentro de FOSC através da análise filogenética multilocus a partir de quatro regiões 

genômicas (CmdA, Rpb2, Tef1 e Tub2) e diferenças morfológicas sutis utilizando um epitipo 

recentemente estabelecido de F. oxysporum como ponto de referência, estando F. fabacearum 

entre essas espécies.  

 F. proliferatum, F. pseudocircinatum e F. verticillioides são espécies pertencentes ao 

complexo Fusarium fujikuroi (FFSC). Membros do FFSC estão comumente envolvidos em 

doenças destrutivas de inúmeras plantas economicamente importantes, e são capazes de 

infectar sementes e/ou outros tecidos vegetais no campo, causando perdas significativas 

(WIGMANN et al., 2019).  

A espécie F. pseudocircinatum é amplamente distribuída e ecologicamente diversa, 

sendo capaz de infectar uma ampla gama de hospedeiros. Essa espécie foi relatada causando 

podridões do caule em plantas de baunilha (Vanilla planifólia), na Indonésia (PINARIA et al., 

2010), mortalidade de Acacia koa no Hawaii (SHIRAISHI, et al., 2012), Malformações em 

mangueira no México (FREEMAN et al. 2014) e na República Dominicana (GARCÍA-

LÓPEZ et al., 2016) e na Austrália (LIEW et al., 2016). Além de causar brotações laterais e 

encurtamento de internós em mudas de mogno (Swietenia macrophylla) no México 

(SANTILLÁN- MENDOZA et al.,2018).  

Fusarium verticilioides pode ser transmitido por sementes, causando redução 

significativa da germinação e emergência (FANTAZZINI et al., 2016) e infecção sistêmica 

em milho, bem como está associado com frequência a danos em grãos dessa cultura (GAI et 

al., 2018). Essa espécie é relatada causando danos na germinação e emergência 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 pós-

emergência, além de apodrecimento de raízes e necrose no hipocótilo (WALKER et. al., 

2016). 
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Fusarium proliferatum é frequentemente associado à 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 responsável por podridão em sementes de 

feijão caupi (IGNJATOV  et al., 2016). A transmissão por sementes dessa espécie foi 

observada por Guo et al. (2016) em trigo, resultando na colonização sistêmica das plantas e 

contaminação de grãos com as micotoxinas: fumonisinas e beauvericina. Elmer et al. (1999) 

relataram que isolados de F. proliferatum identificados na Austrália pode ser disseminado do 

através do transporte de sementes e coroas de aspargos (Asparagus officinalis L.) infectadas 

entre os países. 

 

3.3. Análise morfológica dos isolados 

 

Com relação às características morfológicas, o isolado de F. pseudocircinatum 

apresentou micélio aéreo, com pigmentação no meio e colônia com coloração laranja. 

Macroconídios retos ou ligeiramente falciformes, afinando em direção a ambas as 

extremidades, hialinos, apresentando de 3-5 septos e medindo 57,0 -  1,8 μm de comprimento 

e 4,5 - 3,7 μm de largura. Os microconídios formandos em falsa cabeça, de formato oval, 

asseptado, medindo 8,3 - 6,  μm de comprimento e  ,4 -  ,7 μm de largura. Presença de 

esporodóquio, sendo os mesmos esparsos e as células conidiogênicas formadas em 

monofialídes e/ou polifialídes curtas. Hifas estéreis raramente se formavam. Clamidósporos 

ovais, hialinos e lisos. (Tabela 2, Figura 3, Figura 4). 

Os isolados identificados como F. fabacearum apresentaram micélio aéreo, com 

margens da colônia serrilhadas, pigmentação violeta, macroconídios levemente curvados, 

afinando em direção a ambas as extremidades, hialinos, apresentando 3-5 septos e medindo 

41,1 - 22,1 µm de comprimento e 4,2 - 3,5 µm de largura. Os microconídios formados em 

falsas cabeças, de formato elipsoidal, sem septos e medindo 9,1 -5,9 µm de comprimento e 

entre 2,2 e 1,4 µm de largura. Os esporodóquios formados abundantemente e as células 

conidiogênicas formadas em monofialídes, reduzidas a fiálides únicas e curtas. Presença de 

clamidósporos rugosos únicos 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 coloração violeta, lilás, rosa claro, laranja ou laranja 

claro. Os macroconídios ligeiramente falcados e finos, sendo os mesmos típicos daqueles 

produzidos por espécies do complexo de espécies FFSC (LESLEI; SUMMERELL, 2006), 



57 
 

apresentando predominantemente de 3-5 septos e medição de 49,6 - 24,1 x 4,0 - 2,5 µm e 

ocasionalmente de 5 – 8 septos, medindo 71,4 - 35,4 x 4,2 - 1,5 µm. Os microconídios 

formados em falsas cabeças e/ou encontrados em cadeia apresentaram formato oval com base 

achatada, asseptados, medindo de 11,9 - 6,0 x 3,1 - 1,5 µm. Os esporodóquios esparsos e as 

células conidiogênicas formadas em monofialídes longas e em pares. Ausência de 

clamidósporos  (Tabela 2, Figura 3, Figura 4). 

Os isolados identificados como F. proliferatum apresentaram micélio aéreo abundante, 

inicialmente branco, se tornando posteriormente de coloração lilás, rosa claro, amarelo, 

amarelo claro e bege. Os macroconídios foram produzidos em grande número, relativamente 

retos, sendo os mesmos típicos das espécies do complexo FFSC (LESLEI; SUMMERELL, 

2006) e apresentando de 3-5 septos, medindo entre 46,5 -   ,4 μm de comprimento e 5,1 - 1,9 

μm de largura. Os microconídios formados em falsas cabeças ou em cadeia, de formato oval,  

asseptado, medindo entre 10,4 - 5,  μm de comprimento e 4,1 - 1,5 µm de largura. 

Esporodóquios e clamidósporos não form observados. Células conidiogênicas formadas em 

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

I Coloração Dimensões conidiais (µm) Esporodóquio Septação Cl Células conidiogênica Disposição dos microconídios 

  Micro Macro    Mono Poli Falsa cabeça Cadeia 

F4 Laranja 8,3 - 6,3 × 3,4 - 2,7 57,0 - 31,8 × 4,5 – 3,7 + 3 – 4 + + + + - 

F5 Lilás 9,1 - 5,9 × 2,2 - 1,4 41,1 - 26,0 × 4,2 - 3,5 + 3 – 5 + + - + - 
F6 Violeta 8,4 - 4,9 x 2,2 - 1,9 39,2 - 22,1 x 4,1 x 3,9 + 3 – 5 + + - + - 

F11 Lilás 9,5 - 8,2 x 2,9 - 2,2 49,1 - 34,8 x 3,0 - 1,8 + 3 – 5 - + - + - 
F12 Laranja claro 10,4 - 6,5 x 3,1 - 2,2 46,4 - 38,1 x 3,4 - 1,6 + 3 – 5 - + - + + 
F13 Lilás 10,1 - 5,3 x 3,0 - 1,8 48,2 - 24,4 x 5,2 - 1,9 + 3 – 5 - + - + - 
F18 Lilás 9,4 - 7,2 x 2,8 - 1,7 49,6 - 24,1 x 4,0 - 2,5 + 3 – 5 - + - - + 
F20 Rosa claro 11,9 - 9,0 x 3,9 - 2,2 71,4 - 35,4 x 4,2 - 1,5 + 5 – 8 - + - + + 
F21 Violeta 10,7 - 6,1 x 3,3 - 1,9 67,0 - 50,5 x 4,4 - 2,1 + 5 – 7 - + - - + 
F22 Bege 10,4 - 4,6 x 3,2 - 1,7 39,2 - 28,1 x 4,4 - 2,2 + 3 – 5 - + - - + 

F23 Violeta 9,5 - 8,6 x 3,4 - 2,8 55,0 - 27,1 x 4,6 - 1,9 + 5 – 6 - + - + - 

F24 Rosa claro 11,9 - 6,0 x 3,1 - 1,5 45,6 - 24,0 x 4,0 - 2,8 + 3 – 5 - + - + - 

F28 Amarelo claro 9,3 - 7,2 x 3,5 - 2,2 50,2 - 24,1 x 3,7 - 2,3 + 3 – 5 - + - + + 

F29 Rosa claro 8,7 - 6,6 x 3,6 - 1,7 36,2 - 24,6 x 4,2 - 2,4 - 3 – 5 - + + + + 

F30 Amarelo claro 9,2 - 8,0 x 2,0 - 1,9 42,5 - 34,4 x 4,1 - 2,3 - 3 – 5 - + + + + 

F36 Amarelo claro 10,1 - 7,7 x 2,6 - 2,1 33,2 - 24,6 x 3,8 - 2,4 - 3 – 5 - + + + + 

F38 Lilás 9,7 - 6,8 x 3,1 - 2,4 43,3 - 29,7 x 4,0 - 2,3 - 3 – 5 - + + + + 

F39 Bege 10,4 - 5,9 x 2,5 - 1,9 46,5 - 25,0 x 5,1 - 2,5 - 3 – 5 - + + + + 

F46 Rosa claro 9,6 – 6,1 x 4,1 – 2,7 41,9 - 23,4 x 4,1 - 1,9 - 3 – 5 - + + + + 

F48 Amarelo 10,4 - 5,3 x 3,2 - 1,5 45,8 - 35,4 x 4,5 - 2,9 - 3 – 5 - + + + + 

I – isolado, Cl – clamidósporos, Mono – monofialíde, Poli – polifialíde, FFSC - refere-se ao  omplexo de espécies, ‘Fusaium fujikuroi Species  omplex’, FOS  - refere-se 

ao complexo de espécies, ‘Fusarium oxysporum Species Complex’. Presença (+), Ausência (-). 
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 Os isolados de Fusarium foram altamente variáveis quanto a pigmentação sob as 

condição de crescimento testadas (Figura 3).  

 

 

Figura 3. Coloração das colônias 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 possível verificar a forma e o número de septos dos macroconídios 

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 conidiogênicas formadas em monofialídes e polifialídes longas, 

desenvolvidas nos isolados de F. pseudocircinatum e F. proliferatum (Figura 4G), 

células conidiogênicas formadas em monofialídes longas observadas nos isolados de F. 

verticillioides (Figura 4H), células conidiogênicas formadas em monofialídes curtas 

observadas nos isolados F. fabacearum (Figura 4I) e a formação de clamidósporos nos 

isolados F4 de F. pseudocircinatum e  F5 e  F6 de F. fabacearum (Figura 4J, 4K e 4L). 



60 
 

 

 

Figura 4. Características morfológicas dos isolados de Fusarium spp. obtidos de sementes 

infectadas de girassol (Helianthus annuus L.). A. Macroconídio de F. 

pseudocircinatum; B. Macroconídio de F. fabacearum; C. Macroconídio de F. 

verticillioides; D. Macroconídio de F. verticillioides; E. Macroconídio de F. 

proliferatum; F. Hifas estéreis enroladas em F. pseudocircinatum; G. Conidióforo 

em polifiálide; H. Monofialídes longos com falsa cabeça; I. Monofialídes curtos 

com falsa cabeça; J. Clamidósporo verrucoso único na ponta das hifas (terminal); 

K. Clamidósporo verrucoso único e; L. Clamidósporos intercalar ou em cadeias. 

(Barra de escala  =  20  μm). 

 

 O IVCM variou de 2,6 cm.dia
-1 

e 1,6 cm.dia
-1

. O isolado F6 (F. fabacearum) 

apresentou os maiores IVCM, enquanto que o menor foi observado no isolado F38 (F. 

proliferatum). O diâmetro das colônias variou significativamente de 4,77 cm a 8,00 cm em 

meio BDA aos sete dias de cultivo. Observou-se que uma grande variação na capacidade de 
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produção de conídios entre os isolados das diferentes espécies de Fusarium analisadas, com 

valores de 28,1 conídios.mL
-1

 a 1,4 conídios.mL
-1

 (Figura 5).  

 

 

Figura 5. Índice de velocidade do crescimento micelial (IVCM), crescimento micelial 

(CM) e produção de conídios (PC) de isolados de Fusarium spp. em de 

sementes infectadas de girassol (Helianthus annuus L.). 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 características morfológicas das isolados pertencentes F. 

pseudocircinatum corroboram a literatura (LESLEI; SUMMERELL, 2006). Entretanto, 

algumas características não se assemelharam às descritas para as espécies desse 

complexo Fusarium fujikuroi, tais como, coloração de colônia, tamanho de 

macroconídios, diâmetro e velocidade de crescimento micelial em alguns isolados.  

 

3.4. Prevalência de espécies de Fusarium  

 

 As espécies de Fusarium associadas a sementes de girassol diferem na 

prevalência 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 três cultivares de 

girassol (Figura 6). 
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Figura 6. Prevalência de espécies de Fusarium associadas a sementes de diferentes 

cultivares de girassol (Helianthus annuus L.). 

 

3.5. Transmissão semente-plântula de Fusarium spp.  

 

As quatro espécies de Fusarium avaliadas (F. pseudocircinatum, F. fabacearum, 

F. verticillioides e F. proliferatum) foram patogênicas a cultura do girassol e 

transmitidas por sementes, sendo responsáveis por morte na pré ou pós-emergência em 

taxas diferentes, dependendo do isolado utilizado. Observou-se que 100% das plantas 

não inoculadas se mantiveram saudáveis durante o período de avaliação, demonstrando 

que os sintomas nas plantas ocorreram em decorrência da inoculação com Fusarium 

spp.. 

O crescimento de estruturas do patógeno foi verificado em sementes apodrecidas 

e plântulas sintomáticas (Figura 7A, 7B e 7C). Os sintomas observados foram podridão 

do colo e tombamento (Figura 7B), escurecimento vascular de plântulas (Figura 7D), 

subdesenvolvimento das plântulas infectadas (Figura 7E) e podridão das folhas 

cotiledonares (Figura 7F). Com o progresso da doença constatou-se a morte das 

plântulas sintomáticas.  
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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 inóculo presente nas sementes é 

facilmente disseminado e introduzido em áreas isentas, podendo determinar o ciclo 

inicial da doença e infestar, de forma definitiva, o campo de cultivo. Com isso, a 

utilização de sementes com qualidade sanitária se constitui como um dos principais 

meios de reduzir disseminação e introdução de patógenos nos campos de cultivo 

(GAUR et al., 2020). 

 
 

 

Figura 7. Sintomas de Fusarium spp. em sementes e plântulas de girassol (Helianthus 

annuus L.). A. Sementes deterioradas e com crescimento fúngico; B. Plântula 

com crescimento fúngico; C. Sementes e plântulas necrosadas; D. Corte 

longitudinal do caule com escurecimento vascular; E. Subdesenvolvimento de 

plântula; F. Podridão de folhas cotiledonares. 

 

Espécies de Fusarium se associam às sementes de muitas culturas, causando 

perda de germinação, vigor e aumento de doenças nas plantas infectadas (MUKHTAR, 

2009). No entanto, poucos são os relatos sobre a transmissão de Fusarium spp. a partir 

de sementes de girassol. Trabalhos pioneiros observaram sintomas como deterioração 

de sementes, podridão do colo, escurecimento vascular, murcha, subdesenvolvimento 

em plântulas 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 germinação e sanidade das sementes foram avaliadas previamente à 

inoculação, sendo observada a germinação de 93% e 0% de incidência de Fusarium spp. 

nas sementes do lote da cv BRS 324 avaliada neste estudo, apresentando um padrão de 

qualidade para uso na realização do estudo de transmissão. Em casa de vegetação, no 

tratamento controle, observou-se 80% de emergência. As plântulas não apresentaram 

sintomas de doença e não foi detectado Fusarium spp. causando podridão nos 20% das 

sementes que não germinaram (Tabela 3).  

 Ao inocular as sementes com os 49 isolados de Fusarium spp., observou-se no 

ensaio de emergência, que um total de 30 isolados diferiram do tratamento controle, 

com valores de 55% a 70%??? e redução de emergência variando de 90,6% a 16,3% 

(Tabela 2). A inoculação com os isolados de F. pseudocircinatum, F. fabacearum, F. 

verticilioides e F. proliferatum resultou em uma alta porcentagem de sementes não 

germinadas com Fusarium spp. (NCF), com valores de 16,3% a 84,7% de sementes 

apodrecidas. Para o isolado F9 de F. fabacearum, não foram detectadas plântulas com 

sintomas de doença, no entanto, observou-se alta porcentagem de sementes apodrecidas 

(63,8%) em decorrência da inoculação com esse isolado (Tabela 3). 

Com relação à porcentagem de plântulas sintomáticas, 40 isolados diferiram do 

tratamento controle. Os isolados F6 de F. fabacearum, F13, F14, F15, F19 e F21 de F. 

verticilioides, F35, F41 e F47 de F. proliferatum foram os que apresentaram as maiores 

porcentagens de plântulas sintomáticas, com porcentagens que variaram de 47,7% a 

69,0%. Já para as plântulas assintomáticas, todos os isolados de F. pseudocircinatum se 

mostraram menos virulentos, com porcentagens de plântulas assintomáticas de 97,0% a 

86,3%, não diferindo do tratamento controle (Tabela 3).  

Todos os isolados de Fusarium spp. foram patogênicos à cultivar BRS 324 de 

girassol e provocaram danos de pré e pós-emergência e os valores de taxa de 

transmissão e incidência total de doença 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 plântulas 

sintomáticas, observou-se que os sintomas se desenvolveram progressivamente até o 

15° dia pós-emergência (Tabela 3). 
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Tabela 3. Porcentagem de emergência (E), plântulas não emersas (NE), sementes não 

germinadas com Fusarium spp. (NCF), sementes não germinadas sem 

Fusarium spp. (NSF), plântulas sintomáticas (PS), plântulas assintomáticas 

(PA), taxa de transmissão (TT) e incidência total de doença (IT) no teste de 

transmissão de 49 isolados de Fusarium spp. em sementes de girassol 

(Helianthus annuus L.). 

 

Espécie I Transmissão (%) 

E  NE NCF NSF PS PA TT IT 

Controle T 80 a 20 c 0,0 c 100,0 a 0,0 d 100,0 a 0 e 0 d 

F. pseudocircinatum F1 64 b 36 b 60,5 a 39,5 c 9,2 d 90,8 a 10 d 26 c 

F. pseudocircinatum F2 67 b 33 b 48,2 b 51,8 b 4,5 d 95,5 a 3 e 19 c 

F. pseudocircinatum F3 69 b 31 b 48,2 b 51,8 b 3,0 d 97,0 a 8 e 15 c 

F. pseudocircinatum F4 70 b 30 b 72,1 a 30,1 c 13,7 c 86,3 a 17 d 28 c 

F. fabacearum F5 66 b 34 b 51,5 b 48,5 b 39,7 b 60,3 c 26 c 44 b 

F. fabacearum F6 70 b 30 b 40,5 b 59,5 b 47,7 a 52,3 d 32 c 45 b 

F. fabacearum F7 69 b 31 b 36,3 b 63,7 b 11,9 d 88,1 a 8 e 19 d 

F. fabacearum F8 68 b 32 b 71,2 a 28,8 c 36,5 b 63,5 c 24 c 47 b 

F. fabacearum F9 81 a 19 c 63,8 a 36,3 c 0,0 d 100,0 a 0 e 12 d 

F. fabacearum F10 64 b 36 b 56,4 a 43,6 c 22,2 c 77,8 b 15 d 36 b 

F. verticillioides F11 70 b 30 b 71,7 a 28,3 c 39,7 b 60,3 c 27 c 48 b 

F. verticillioides F12 80 a 20 c 49,8 b 50,2 b 22,2 c 77,8 b 18 d 27 c 

F. verticillioides F13 71 a 29 c 32,9 b 67,1 b 69,0 a 31,0 e 50 a 61 a 

F. verticillioides F14 65 b 35 b 80,6 a 19,4 c 57,3 a 42,7 d 37 b 65 a 

F. verticillioides F15 67 b 33 b 40,1 b 59,9 b 49,8 a 50,2 d 33 b 46 b 

F. verticillioides F16 71 a 29 c 51,4 b 48,6 b 41,1 b 58,9 c 29 c 44 b 

F. verticillioides F17 69 b 31 b 76,4 a 23,6 c 23,3 c 76,7 b 16 d 39 b 

F. verticillioides F18 75 a 25 c 37,3 b 62,7 b 35,4 b 64,6 c 26 c 35 c 

F. verticillioides F19 62 b 38 a 67,5 a 32,5 c 48,6 a 51,4 d 30 c 68 a 

F. verticillioides F20 62 b 38 b 67,5 a 32,5 c 34,4 b 65,6 c 21 c 47 b 

F. verticillioides F21 78 a 22 c 73,7 a 26,3 c 19,1 c 80,9 b 15 d 31 c 

F. verticillioides F22 68 b 32 b 41,7 b 58,3 b 20,1 c 79,9 b 13 d 27 c 

F. verticillioides F23 65 b 35 b 84,7 a 15,3 c 37,6 b 62,5 c 24 c 54 a 

F. verticillioides F24 77 a 23 c 90,6 a 9,4 c 39,6 b 60,4 c 31 c 51 a 

F. verticillioides F25 69 b 31 b 68,8 a 31,3 c 60,9 a 39,1 e 42 a 63 a 

F. verticillioides F26 55 b 45 b 74,2 a 25,8 c 6,8 d 93,2 a 4 e 37 b 

F. verticillioides F27 72 a 28 c 61,0 a 39,0 c 21,9 c 78,1 b 16 d 33 c 

F. proliferatum F28 68 b 32 b 16,3 c 83,8 a 19,3 c 80,7 b 14 d 20 d 

F. proliferatum F29 71 a 29 c 34,2 b 65,8 b 7,1 d 92,9 a 5 e 15 d 

F. proliferatum F30 77 a 23 c 21,7 c 78,3 a 4,0 d 96,1 a 3 e 9 d 

F. proliferatum F31 64 b 36 b 60,9 a 39,1 c 33,1 b 66,9 c 21 c 43 b 

F. proliferatum F32 72 a 28 c 48,2 b 51,8 b 42,1 b 57,9 c 28 c 44 b 

F. proliferatum F33 71 a 29 c 27,7 c 72,3 a 7,0 d 93,0 a 5 e 13 d 

F. proliferatum F34 75 a 25 c 29,8 c 70,2 a 36,0 b 64,0 c 27 c 34 c 

F. proliferatum F35 60 b 40 b 69,9 a 30,2 c 49,9 a 50,1 d 30 c 58 a 

F. proliferatum F36 70 b 30 b 72,9 a 27,1 c 44,5 b 55,5 d 31 c 52 a 

F. proliferatum F37 57 b 43 b 65,7 a 34,3 c 22,8 c 77,2 b 13 d 41 b 

F. proliferatum F38 67 b 33 b 40,1 b 59,9 b 35,4 b 64,6 c 24 c 37 b 

F. proliferatum F39 72 a 28 c 49,5 b 50,5 b 8,5 d 91,5 a 6 e 19 d 

F. proliferatum F40 74 a 26 c 19,4 c 80,6 a 20,1 c 79,9 b 15 d 20 d 

F. proliferatum F41 69 b 31 b 69,2 a 30,8 c 50,5 a 49,5 d 35 b 56 a 

F. proliferatum F42 75 a 25 c 58,9 a 41,1 c 33,5 b 66,5 c 25 c 39 b 

F. proliferatum F43 77 a 23 c 35,2 b 64,8 b 15,6 c 84,4 b 12 d 21 d 
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Cont. Tabela 3 

 

F. proliferatum F44 70 b 30 b 60,9 a 39,1 c 19,9 c 80,1 b 14 d 32 c 

F. proliferatum F45 72 a 28 c 67,4 a 32,6 c 41,8 b 58,2 c 30 c 49 b 

F. proliferatum F46 69 b 31 b 75,4 a 24,6 c 33,3 b 66,7 c 23 c 46 b 

F. proliferatum F47 74 a 26 c 60,5 a 39,5 c 49,9 a 50,1 d 37 b 53 a 

F. proliferatum F48 68 b 32 b 27,0 c 73,0 a 37,0 b 63,0 c 25 c 34 c 

F. proliferatum F49 72 a 28 c 67,0 a 33,0 c 27,7 c 72,3 b 20 c 38 b 
Médias com letras iguais na coluna não diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p<0.05). ISO 

= Isolados. 

 

A ocorrência de microrganismos nas sementes não garante que o mesmo irá 

ocasionar problemas a determinada cultura, já que as sementes naturalmente abrigam 

uma grande diversidade dos mesmos. A existência de determinados microrganismos 

pode afetar a qualidade das sementes ou desenvolvimento e rendimento da cultura e, por 

fim, a produção. Com isso, estudos de transmissão desses patógenos são necessários 

para que se possa realizar o manejo adequado destes patógenos associados às sementes 

(SHADE et al., 2017). 

Para Fusarium spp. em sementes de girassol, nenhum padrão sanitário foi 

estabelecido nos programas de certificação. No entanto, a alta incidência desse gênero 

em sementes, sob condições favoráveis, pode afetar a germinação 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 transmissão, observa-se 

que o alto potencial de inóculo dos isolados de Fusarium spp. nas sementes de girassol, 

resultam em danos expressivos nas sementes e afeta o desempenho das plântulas. 

Fungos vasculares, como Fusarium spp., que causam infecção sistêmica, 

geralmente apresentam alta taxa de transmissão em sementes associadas, alcançando 

facilmente o sistema vascular das plantas após a germinação, dependendo do genótipo 

utilizado (KARAJEH, 2006). Além do potencial direto da transmissão sobre a cultura, 

que provoca perdas econômicas nas áreas afetadas, as sementes 

contaminadas/infectadas com esse patógeno podem servir de veículo de disseminação 

local e em longas distâncias, servindo como inóculo inicial da doença em áreas isentas 

(SHADE et al., 2017).  

Com base na análise de componentes principais (PCA) foi possível identificar 

quais variáveis analisadas apresentaram maior importância na caracterização dos 

isolados em relação aos diferentes níveis de virulência no teste de transmissão e o efeito 

na emergência das sementes dentro de cada componente. Os componentes principais 

https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PDIS-11-18-2024-RE#b16
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CP1 e CP2 apresentaram uma variação total de 59,45% e 23,87%, respectivamente, e a 

soma desses dois valores explicaram 83,32% da variação acumulada (Tabela 4).   

As variáveis mais representativas na CP1 foram sementes não germinadas com 

Fusarium spp. (NCF), plântulas sintomáticas, taxa de transmissão e incidência total de 

doença, apresentando autovalores iguais a 0,797; 0,819; 0,778 e 0,981. Já para CP2, a 

variável mais representativa foi a taxa de transmissão, com autovalores iguais a 0,625, 

sendo considerados bons indicadores na avaliação 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 correlação iguais ou superiores a 0,6 são considerados relevantes e com poder 

discriminatório. Os resultados observados nesse estudo sugerem que em estudos futuros 

de transmissão, as variáveis sementes não germinadas com Fusarium spp. (NCF), 

porcentagem de plântulas sintomáticas, taxa de transmissão e incidência total de doença 

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

 

Tabela 4. Contribuição das variáveis em cada eixo dos componentes principais nas 

variações dos índices de emergência das sementes de girassol (Helianthus 

annuus L.) infectadas por Fusarium spp.. 

 

Variáveis  
Autovalores 

                 CP1            CP2 

Emergência (E) -0,518 0,489 

Não emersas (NE) 0,518 -0,489 
Não germinadas com Fusarium sp. (NCF) 0,797 -0,452 

Não emersas sem Fusarium sp. (NSF) -0,798 0,451 

Redução da emergência (RE) 0,797 -0,452 
Plântulas sintomáticas (PD? OU PS?) 0,819 0,563 

Plantas assintomáticas (PS) -0,819 -0,563 
Taxa de Transmissão (TT) 0,778 0,625 
Incidência Total de doença (ID) 0,981 0,182 

Autovalores 5,350 2,149 

Variância acumulada (%) 59,45 23,87 

 

Os isolados de F. pseudocircinatum, F. fabacearum, F. verticillioides e F. 

proliferatum variaram em virulência e foram divididos em três grupos distintos, sendo 

classificados como alta, moderada e baixa virulência. A formação dos grupos mostrou 

claramente a diferença entre os isolados da mesma espécie (Figura 8). 

Com base na incidência da doença, 20,4% dos isolados foram distribuídos no 

grupo classificado como de alta virulência, 57,1% dos isolados como de moderada 

virulência e 22,4% foram agrupados como baixa virulência (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 F47) apresentaram uma alta virulência. A formação 

desse grupo está altamente correlacionada a uma elevada porcentagem de plântulas 

sintomáticas e alta taxa de transmissão pelas sementes. Um total de 28 isolados foi 

agrupado em moderada virulência, sendo essa classificação 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 virulência. A moderada virulência 

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 está 

correlacionada a uma alta porcentagem de plântulas emersas assintomáticas e de 

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

 
Figura 8. Análise de componentes principais (ACP) dos isolados de Fusarium spp. 

agrupados em diferentes níveis de patogenicidade em relação aos índices de 

germinação. Os elipses vermelho, azul, verde, e laranja representam a 

distância euclidiana do centroide no intervalo de confiança (p<0.05). E = 

emergência, NE = Plântulas não emersas, NCF = sementes não germinadas 

com Fusarium spp., NSF = sementes não germinadas sem Fusarium spp., RE 

= redução de emergência, PS = plântulas sintomáticas, PA = plântulas 

assintomáticas, TT = taxa de transmissão e IT = incidência total de doença. 
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Essa variação no nível de virulência entre os diferentes isolados da mesma 

espécie, com a variação na capacidade dos isolados de causar doença é bem 

documentada para o gênero Fusarium spp. (HERRON et al., 2015). Além dos fatores 

ambientais (umidade ambiental e do solo, temperatura, vento, chuva e luz), práticas 

culturais (tipo de solo/substrato, pH, população de plantas, profundidade de semeadura 

e época de plantio, fertilização, entre outros) e vigor das sementes, a transmissão de um 

determinado patógeno das sementes para plântulas também está relacionada com a 

viabilidade e capacidade de sobrevivência do inóculo nas sementes (GARCIA JÚNIOR 

et al., 2008), podendo estas características diferirem de um isolado para outro. 

A porcentagem de plântulas doentes correlacionou-se positivamente com 

porcentagem da taxa de transmissão (r = 0,99) e incidência total (r = 0,91) e 

correlacionou-se negativamente com plântulas sadias (r = -1,00). Para a variável 

plântulas sadias, também se observou uma correlação negativa para taxa de transmissão 

(r = -0,99) e incidência total (r = -0,91) (Figura 9).   

Para emergência, constatou uma correlação negativa com porcentagem de 

plântulas não emersas (r = -1,00). Já o número de sementes não germinadas com 

Fusarium spp. (NCF) teve uma correlação positiva com redução de emergência (r = 

1,00) e negativa com número de sementes não germinadas sem Fusarium spp. (NSF) (r 

= -1,00). O número de sementes não germinadas sem Fusarium spp. também se 

correlacionou negativamente com as variáveis redução de emergência (r = -1,00) e 

incidência total (r = -0,68). Com relação à incidência total, observou-se que a mesma se 

correlacionou positivamente com a taxa de transmissão (r = 0,88) e redução de 

emergência (r= 0,68) (Figura 9). 
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Figura 9.  Matriz de correlação entre as variáveis de germinação em sementes de girassol (Helianthus annuus L.) infectadas por Fusarium spp.. 

*, **, *** = Análise de correlação de Pearson significativo a p<0.05, p<0.01, p<0.001 respectivamente. E = emergência, PS = plântulas sintomáticas, PA = plântulas 

assintomáticas, NE = plântulas não emersas, NCF = sementes  não germinadas com Fusarium spp., NSF = sementes  não germinadas sem Fusarium spp., IT = incidência total 

de Fusarium spp., TT = taxa de transmissão e RE = redução de emergência. 
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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 podridão nas 

sementes ou comprometendo as plântulas emersas, com alta taxa de transmissão e índices de 

doença. 

Tem sido relatado que Fusarium spp. causa deterioração e impede o desenvolvimento 

radicular em sementes inoculadas (RAMOS et al., 2014). Em outro estudo, observa-se que 

não ocorre redução da germinação em sementes inoculadas por F. graminearum, no entanto, 

esse patógeno causa podridão das raízes e morte de plantas infectadas (YANG et al., 2011). 

Com isso, pode-se afirmar que o uso de sementes de boa qualidade é um fator 

preponderante para o sucesso agrícola, uma vez que são consideradas um dos principais 

insumos agrícolas, que transporta para o campo todo o potencial genético da espécie, e, para 

que este se expresse, é necessário, dentre outros fatores, que possuam elevado potencial 

fisiológico e ausência de patógenos (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 inóculo para áreas 

isentas. Além do potencial de inóculo dessas espécies, a avaliação das condições ambientais e 

mais genótipos do hospedeiro são necessários para melhor estimar e compreender a relação 

dessas espécies com a cultura e as condições ideais de doença. Essas informações podem 

contribuir para o desenvolvimento de métodos mais precisos de controle de patógenos em 

sementes, bem como selecionar a resistência contra Fusarium spp.. 
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4. CONCLUSÃO 

 

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 às sementes de girassol 

apresentaram alta variação intraespefica e morfológica. 

Fusarium proliferatum foi o mais prevalente e está associada atodas cultivar de  

girassol. 

F. pseudocircinatum, F. fabacearum, F. verticillioides e F. proliferatum são 

patogênicos a cultura do girassol e transmitidos via sementes.  

As espécies de Fusarium spp. causam podridão de sementes, podridão do colo e 

tombamento, escurecimento vascular, subdesenvolvimento das plântulas infectadas, podridão 

das folhas cotiledonares e interferiram na emergência de plântulas de girassol. 
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CAPÍTULO III 
 

MICROBIOLIZAÇÃO DE SEMENTES DE GIRASSOL COM Trichoderma sp. PARA 

CONTROLE DE Fusarium proliferatum 

 

 

FARIAS, O. R. Microbiolização de sementes de girassol com Trichoderma sp. para 

controle de Fusarium proliferatum. (Doutorado em Agronomia). Programa de Pós-

Graduação em Agronomia, Universidade Federal da Paraíba. Areia, PB. 2020. 

 

RESUMO 

 

A murcha do girassol é ocasionada por diversas espécies de Fusarium e se constitui em uma 

ameaça a produção desta cultura. Para o manejo da doença, medidas preventivas devem ser 

adotadas, como a microbiolização de sementes com Trichoderma sp.. O controle biológico 

não oferece riscos a saúde do homem e ao meio ambiente e pode proporcionar aumento da 

produtividade. Esta pesquisa objetivou avaliar o potencial antagônico de Trichoderma sp. 

sobre Fusarium proliferatum e seu potencial no manejo da murcha na cultura do girassol. 

Foram utilizados sete isolados de Trichoderma sp. (TCH01, TCH02, TCH03, TCH04, 

TCH05, TCH06 e TCH07) no antagonismo a F. proliferatum (F32), obtidos por meio de 

sementes de girassol infectadas. Para testar o potencial antagônico de Trichoderma sp. sobre o 

patógeno, foram realizados testes de cultura pareada, antibiose e micoparasitismo. A sanidade 

das sementes de girassol inoculadas com patógeno e tratadas com o antagonista foi avaliada 

pelo método Blotter test. Também se avaliaram a germinação e emergência das sementes??? 

microbiolizadas. Em casa de vegetação, avaliaram-se a incidência, severidade, o comprimento 

da parte aérea, número de folhas, a massa fresca e seca da parte aérea e raízes e a atividade 

das enzimas peroxidase (POD), polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina amônia liase (FAL) em 

plantas de girassol com 57 dias após a semeadura. Quanto ao controle de F. proliferatum, 

todos os isolados de Trichoderma sp. foram superiores ao tratamento controle. A produção de 

metabólitos voláteis é um mecanismo de ação comum a todos esses isolados. A 

microbiolização das sementes é eficiente na redução da incidência de F. proliferatum e na 

promoção do crescimento das plântulas de girassol. A incidência e severidade da murcha 

foram significativamente reduzidas nas plantas de girassol inoculadas com Trichoderma sp. 

via sementes. A indução de resistência foi observada com a atividade das enzimas peroxidase, 

polifenoloxidase e fenilalanina amônia 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 biológico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



79 
 

FARIAS, O. R.. Microbiolization of sunflower seeds with Trichoderma sp. for control of 

Fusarium proliferatum (Doctorate in Agronomy). Programa de Pós-Graduação em 

Agronomia, Universidade Federal da Paraíba. 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. 

(TCH01, TCH02, TCH03, TCH04, TCH05, TCH06 and TCH07) 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. INTRODUÇÃO 

 

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma cultura amplamente cultivada em diversos 

países e destaca-se pelos múltiplos usos e amplo aproveitamento, podendo ser utilizada na 

produção de biodiesel, óleo comestível, silagem, farelo, mel, alimento para pássaros e, 

também, como planta ornamental (LUSTRI et al., 2017). Sua produtividade pode ser 

suprimida por patógenos como os do gênero Fusarium spp., agente causal da murcha 

vascular, constituindo-se em umas das principais ameaças em todos os estágios de 

desenvolvimento da cultura, sendo responsável por danos significativos (REN et al., 2015; 

KEERIO et al., 2017).  

A ocorrência de Fusarium spp. em áreas cultivadas, mesmo em taxas relativamente 

baixas, pode resultar em perdas significativas na produção e produtividade. Este patógeno 

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 pós-emergência nas plantas, também é responsável por ocasionar apodrecimento 

de cotilédones e lesões, seguidas de ruptura do hipocótilo, com redução significativa da 

germinação e do vigor das sementes e plântulas infectadas. 

  Espécies de Fusarium formam um grupo cosmopolita que pode sobreviver, ser 

facilmente disseminado e introduzido em áreas isentas por meio de sementes infectadas, 

determinando, assim, o ciclo inicial da doença e infestando, de forma definitiva, os campos de 

cultivo (SILVA FLÁVIO et al., 2014). Além disso, a complexidade do sistema do solo e a 

variabilidade genética do gênero Fusarium, tornam a doença de difícil controle (MILANESI 

et al., 2013).  

A utilização do controle biológico de doenças tem se destacado frente aos fungicidas 

químicos, uma vez que esses produtos sintéticos são potencialmente perigosos para o meio 

ambiente e para o homem (HILLEN et al., 2012) e podem causar resistência dos organismos 

alvo advindos do uso inadequado, causando a perda da eficiência (LAZAROTTO et al., 

2013). Ademais, o uso de fungicidas não é recomendado no manejo de murchas vasculares, 

uma vez que não controlam a infecção subsequente colonização do patógeno no floema 

(CARVALHO et al., 2011).  

As espécies pertencentes ao gênero Trichoderma (Ascomycota, Hypocreales) estão 

amplamente disseminadas nos ecossistemas do solo e nas raízes das plantas (EL_KOMY et 

al., 2015).  Esse antagonista pode suprimir doenças de plantas através de seus efeitos diretos 

sobre o patógeno com uma combinação de vários mecanismos, incluindo competição por 
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nutrientes e/ou espaço, antibiose associada à secreção metabólitos e micoparasitismo direto, 

envolvendo a produção 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 patógenos e promover o crescimento vegetal (ZEILINGER et al., 2016).  

Além disso, Trichoderma spp. também são caracterizados por serem resistentes a 

substâncias tóxicas produzidas por outros microrganismos e tolerantes a diferentes tipos de 

fungicidas (DARYAEI et al., 2016). Vários estudos indicam que espécies de Trichoderma são 

agentes eficazes de biocontrole para Fusarium, via tratamento de sementes, de inúmeras 

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 MÉTODOS 

 

2.1. Localização experimental 

 

Os experimentos foram conduzidos em condições de Laboratório de Fitopatologia e 

Casa de Vegetação, pertencente à Universidade Federal da Paraíba, Areia-PB, Brasil.  

 

2.2. Obtenção e identificação 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 

os mesmos identificados com auxílio de microscópio ótico, através de suas características 

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

 

Tabela 1. Origem dos isolados de Trichoderma sp.. 

Isolado Origem Local/ano de coleta 

TCH01 Trichodel
®
 – Trichoderma asperellum  – 

TCH02 Sementes de algodão (Gossypium hirsutum L.) Juarez Távora – PB/2015 

TCH03 Sementes de jucá (Caesalpinia ferrea Mart. Ex Tul.var. ferrea) Sumé – PB/2018 

TCH04 Sementes de moringa (Moringa oleífera Lam.) Sousa – PB/2017 

TCH05 Sementes de feijão fava (Phaseolus lunatus L.) Areia – PB/2016 

TCH06 Sementes de leucena (Leucaena leucocephala Lam. de Wit.) Areia – PB/2016 

TCH07 Sementes de arroz (Oryza sativa L.) Areia – PB/2017  

  

2.3. Obtenção e identificação do isolado de Fusarium proliferatum 

 

O isolado de F. proliferatum (F32) pertence à coleção de fungos fitopatogênicos do 

Laboratório de Fitopatologia (LAFIT), do Departamento de Fitotecnia e Ciências Ambientais 

da Universidade Federal da Paraíba (UFPB), Areia-PB, Brasil, obtido a partir de sementes de 

girassol infectadas.  

A identificação do patógeno foi realizada por meio da amplificação da reação em 

cadeia da polimerase (PCR) de parte do gene do fator de alongamento (EF1) e parte do gene 

da β-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. Após 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 à Universidade de Évora, localizada 

em Évora, 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 Agropecuária (EMBRAPA Algodão). As sementes foram 

beneficiadas manualmente, através de observação visual, descartando as mal formadas e 

atacadas por pragas (sementes parcial ou totalmente destruídas, com perfurações que 

atingiram o embrião). 

 

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

 

Para condução experimental, culturas puras obtidas de F. proliferatum e Trichoderma 

spp. foram multiplicadas em meio de cultura BDA e mantidas em câmara de incubação por 

oito dias, à temperatura de 25± 2 °C com fotoperíodo 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 patógeno 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 fotoperíodo de 12 horas. O delineamento foi 

inteiramente casualizado, com quatro repetições (duas placas de Petri por repetição). 

Após sete dias da repicagem de Trichoderma sp., foi realizada a classificação do 

agrupamento dos isolados do antagonista, de acordo com escala descrita por Bell et al. (1982), 

conforme a Tabela 2. 

 

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

Classe Ação do Trichoderma sp. 

1 Trichoderma sp. cresce sobre o patógeno e ocupa toda a superfície do meio; 

2 Trichoderma sp. cresce sobre pelo menos 2/3 da superfície do meio; 

3 Trichoderma sp. ocupa aproximadamente metade da superfície do meio; 

4 Trichoderma sp. cresce sobre 1/3 da superfície do meio; 

5 Trichoderma sp. não cresce e o patógeno ocupa toda a superfície da placa. 
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2.5.2. Ação 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 (Ø 9 cm), contendo meio 

BDA com espessura de 3 mm. Em seguida, um pequeno fragmento, contendo colônia do 

patógeno, foi adicionado em uma das extremidades dos quadrantes e na outra extremidade foi 

adicionado fragmento contendo o antagonista, com distância aproximada de 1 cm.  

As placas foram incubadas a 28 ± 2 °C por 24 horas até ocorrer o contato entre as hifas 

do patógeno e antagonista. Após o contato estabelecido, o meio foi cortado na camada 

limítrofe (entre o patógeno e o antagonista) e colocado em uma lâmina contendo lactofenol, 

sendo realizada a observação em microscópio ótico, modelo Olympus BX53, com fotografias 

registradas através da câmera Olympus DP73 através do programa cellSens Dimension em 

aumento de 20, 40 e 100x.  

 

2.5.3. Ação de metabólitos voláteis de Trichoderma sp. sobre Fusarium proliferatum 

 

Um disco da colônia do patógeno e um de cada antagonista, possuindo 5 mm de 

diâmetro 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 fotoperíodo de 12 horas, de forma que as bases 

superiores fossem aquelas com o patógeno. O delineamento foi inteiramente casualizado, 

utilizando-se quatro repetições, sendo cada repetição composta por 2 placas de Petri. 

Durante sete dias foi realizada, diariamente, a medição do diâmetro das colônias de F. 

proliferatum com uma régua milimetrada, em dois eixos ortogonais, descartando-se o disco (5 

mm de diâmetro cada) repicado da colônia pura, sendo posteriormente calculada a média. 

Esses dados foram utilizados no cálculo do índice de velocidade de crescimento micelial 

(IVCM), a partir de fórmula apresentada por Oliveira (1991): IVCM= Σ (D-Da)/N, sendo: 

IVCM= índice de velocidade de crescimento micelial; D= diâmetro médio atual da colônia; 

Da= diâmetro médio da colônia do dia anterior; N= número de dias após a inoculação.  

Com os dados de crescimento micelial também foi calculada a porcentagem de 

inibição do crescimento micelial (PIC) do patógeno e a taxa de crescimento micelial, de 

acordo com as fórmulas apresentadas abaixo:  
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PIC = (C-T / C) × 100, sendo: PIC = porcentagem de inibição; C = crescimento radial 

do patógeno (mm) sozinho (controle); T = crescimento radial do patógeno (mm) sobre a 

influência dos isolados de Trichoderma sp. (BASTOS, 1997).  

Ao final do experimento foi realizada a contagem de conídios formados ao 7º dia de 

incubação. Para tal, em cada placa de Petri foram adicionados 10 mL de ADE. A suspensão 

foi filtrada em dupla gaze esterilizada e retirada uma alíquota de 10 μL e transferida para 

hemacitômetro, na qual foi feita a contagem de conídios ml
‐1

. 

Com o número de conídios foi calculada a porcentagem de inibição da esporulação 

(PIE) de acordo com as fórmulas apresentadas abaixo: PIE = (Etc-C / Etc) × 100, onde: PIE = 

porcentagem de inibição da esporulação; Etc = número de esporos do tratamento controle; C 

= número de esporos do patógeno sobre influência dos isolados de Trichoderma sp. 

(BASTOS,
 
1997). 

 

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

 

Para infestação das sementes de girassol, as mesmas foram previamente desinfestadas 

com hipoclorito de sódio (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 colônia do 

patógeno em placas de Petri contendo meio BDA + manitol com potencial osmótico ajustado 

para –1,0 MPa (SOUSA et al., 2008) e mantidas a 25 ± 2 ºC por 48 horas. 

Após inoculação do F. proliferatum nas sementes de girassol, as mesmas foram 

submetidas à microbiolização com os sete isolados de Trichoderma sp.. As sementes foram 

imersas nas suspensões de esporos dos antagonistas a 1,0 x 10
7
conídios/mL

‐1
 por 5 min, 

conforme descritos na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Controle biológico com Trichoderma sp. utilizados em sementes de girassol 

(Helianthus annuus L.) previamente inoculadas com Fusarium proliferatum. 
 

Tratamentos 

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

TCH01 - Sementes inoculadas com Trichoderma asperellum isolado de Trichodel
®
 

TCH02 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de algodão 

TCH03 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de jucá 

TCH04 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de moringa 

TCH05 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de feijão fava 

TCH06 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de leucena 

TCH04 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de arroz 

F - Fungicida Captana (240g/100 kg de sementes). 
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A ação da microbiolização das sementes sobre a incidência de F. proliferatum foi 

avaliada pelo Blotter test (BRASIL, 2009), utilizando 200 sementes, divididas em dez 

repetições de vinte sementes, sendo distribuídas individualmente em placas de Petri (Ø 15 

cm), sob condições assépticas, contendo dupla camada papel filtro, previamente esterilizada e 

umedecidas com 20 mL ADE. As placas foram  mantidas por sete dias à 25 ± 2 °C. 

Procedeu-se a visualização e identificação de F. proliferatum nas sementes através de 

descrições de morfologia e por meio de literatura especializada (SEIFERT et al., 2011), com o 

auxílio de microscópios ótico. Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem de 

incidência do fungo. 

 

2.7. Testes de germinação e emergência em sementes de girassol microbiolizadas com 

Trichoderma sp. 

 

Para avaliar a influência dos agentes biocontroladores sobre a qualidade fisiológica, 

sementes de girassol, cv. BRS 324, foram submetidas aos tratamentos previamente descritos 

na Tabela 3. 

Após microbiolização das sementes, foram realizados os testes de germinação e 

emergência, conforme Brasil (2009), utilizando-se 200 sementes por tratamento, distribuídas 

em quatro repetições de 50 sementes. 

 

2.7.1. Teste de germinação 

 

No teste de germinação, as sementes foram distribuídas em substrato de papel 

Germitest
®

, previamente esterilizado e umedecido com a quantidade de ADE equivalente a 

2,5 vezes o peso do papel seco. Após semeadura, os papéis foram dispostos em formas de 

rolos, alocados em sacos plásticos transparentes e acondicionados em câmera de germinação 

Biological Oxigen Demand (BOD), regulada a 25 ± 2 °C com fotoperíodo de 12 horas.  

As contagens de sementes germinadas foram realizadas diariamente do 4° ao 10° dia, 

contabilizando-se as plântulas normais (raízes e hipocótilo). 

A primeira contagem de germinação foi conduzida conjuntamente com o teste de 

germinação, computando-se as sementes germinadas no 4° dia após a semeadura (BRASIL, 

2009). 

O índice de velocidade de germinação (IVG) foi conduzido em conjunto com o teste 

de germinação, efetuando-se contagens diárias das sementes germinadas. O índice foi 
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determinado de acordo com a fórmula proposta por Maguire (1962): IVG = (G1 + G2 + 

G3...+Gn / N1 + N2 + N3 +... Nn), sendo: IVG = índice de velocidade de germinação; G1, G2 e 

Gn = número de sementes germinadas no primeiro, segundo e último dia; N1, N2 e Nn = 

número de dias decorridos da semeadura à primeira, segunda e última contagem. 

O comprimento e a massa seca das plântulas foram realizados após o teste de 

germinação. Com o auxílio de uma régua graduada, foram avaliados o comprimento de parte 

aérea e raízes das plântulas normais, sendo os resultados expressos em centímetros por 

plântula (cm.plântula
-1

).  

Posteriormente, foi determinada a massa seca da parte aérea e sistema radicular sendo 

colocadas em sacos de papel Kraft e levados para estufa com circulação forçada de ar à 

temperatura de 65 ± 2 °C, até a obtenção de peso constante, por 48 horas. Decorrido esse 

período foram pesados em balança analítica com precisão de 0,001g e os resultados expressos 

em g.plântula
-1

. 

 

2.7.2. Teste de emergência 

 

O teste de emergência foi realizado em casa de vegetação e as sementes foram 

semeadas em copos plásticos com dimensões de 4,1 x 5,2 cm, contendo areia lavada, 

previamente autoclavada por duas vezes (1,0 kgf/cm² à 120 ºC por 60 min, com intervalo de 

24 h entre autoclavagens), cuja manutenção da umidade foi realizada por meio de duas regas 

diárias.  

Para o teste de emergência, o critério de avaliação utilizado foi emissão dos 

cotilédones acima do substrato do 4° ao 10° dia, sendo os resultados em porcentagem. A 

primeira contagem de emergência também foi conduzida conjuntamente com o teste de 

emergência, computando-se as plântulas emersas no 4° dia após a semeadura (BRASIL, 

2009). 

O índice de velocidade de emergência foi conduzido em conjunto com o teste de 

emergência, sendo observado diariamente o número de plântulas emersas. O índice foi 

determinado de acordo com a fórmula proposta por Maguire (1962): IVE = (G1 + G2 + 

G3...+Gn / N1 + N2 + N3 +... Nn), sendo: IVE = índice de velocidade de germinação; G1, G2 e 

Gn = número de plântulas emergidas no primeiro, segundo e último dia; N1, N2 e Nn = número 

de dias decorridos da semeadura à primeira, segunda e última contagem. 

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

emergência. Com o auxílio de uma régua graduada, foram mensurados o comprimento de 
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parte aérea e raízes das plântulas normais, sendo os resultados expressos em centímetros por 

plântula (cm.plântula
-1

).  

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 circulação forçada de ar à 

temperatura de 65 ± 2 °C, até a obtenção de peso constante, por 48 horas. Decorrido esse 

período foram pesados em balança analítica com precisão de 0,001g e os resultados expressos 

em g.plântula
-1

. 

 

2.8. Teste de colonização endofítica  

 

O teste de colonização endofítica foi realizado com objetivo de avaliar a presença de 

Trichoderma sp. no interior de órgãos e tecidos de plântulas de girassol, como raízes, caules e 

folhas. Para tanto, aos 21 dias após a emergência, cinco plântulas de cada tratamento foram 

lavadas em água e, de cada plântula foram retirados três fragmentos de ±1 cm das raízes, do 

caule e das folhas.  

O material foi desinfestado e em seguida disposto em placas de Petri, contendo o meio 

de cultura BDA, as quais foram mantidas em câmara de incubação por cinco dias, à 

temperatura de 25 ± 2 °C com fotoperíodo de 12 horas. Após esse período, com auxílio de um 

microscópio estereoscópico foi verificada a presença (+) ou ausência (-) 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 infecção das sementes de girassol foram realizados ensaios em casa 

de vegetação. As sementes foram previamente desinfestadas com hipoclorito de sódio (1% 

por 3min), lavadas com ADE e colocadas para secar em condição ambiente (25 ºC). As 

sementes foram inoculadas com F. proliferatum através do contato direto das sementes com a 

colônia do patógeno em placas de Petri contendo meio BDA + manitol com potencial 

osmótico ajustado para –1,0 MPa (SOUSA et al., 2008) e mantidas por 48 horas, a 25 ºC e 12 

horas de fotoperíodo. 

Após inoculação com F. proliferatum as sementes de girassol foram submetidas a 

microbiolização com sete isolados de Trichoderma sp.. Para o tratamento das sementes, estas 
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foram imersas nas suspensões de esporos do antagonista na concentração de 

1,0x10
7
conídios/mL

‐1
 por 5 min, conforme descritos na Tabela 3 do item 2.7. 

 

Tabela 4. Controle biológico com Trichoderma sp. utilizado em sementes de girassol 

(Helianthus annuus L.). 

 

Tratamentos 

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

2C - Controle Negativo (Sementes inoculadas com F. proliferatum e não tratadas com Trichoderma sp.. 

TCH01 - Sementes inoculadas com Trichoderma asperellum isolado de Trichodel
®
 

TCH02 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de algodão 

TCH03 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de jucá 

TCH04 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de moringa 

TCH05 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de feijão fava 

TCH06 - Sementes inoculadas com Trichoderma sp. isolado de sementes de leucena 

TCH07 - 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). 

 

Após tratadas e inoculadas com F. proliferatum, as sementes foram distribuídas 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 vegetação 

durante 50 dias, com temperatura oscilando de 28 a 32 ºC durante o dia e de 18º a 20 

ºC durante a noite, com rega manual, duas vezes ao dia. O delineamento foi inteiramente 

casualizados, utilizando-se quatro repetições, sendo cada repetição compostas por três plantas. 

A incidência da doença foi avaliada após o transplantio, sendo contabilizada a 

presença ou ausência de sintomas, e a porcentagem foi calculada de acordo com a seguinte 

fórmula: Incidência (%) = (Total de plantas sintomáticas/Total de plantas) x 100. 

A avaliação da severidade foi realizada aos 50 dias após a inoculação avaliando-se 

sintomas externos e internos, com base em escala de notas variando de 0-5, sendo 0 para 

plântulas sadias (sem sintomas foliar e vascular); 1 ao observar sintomas iniciais de murcha 

(amarelecimento) e descoloração vascular; 2 ao observar 25% das folhas com murcha e 

descoloração vascular extensa até o primeiro par de folhas; 3 ao observar até 50% das folhas 

com murcha e descoloração vascular até metade da haste; 4 ao observar até 75% das folhas 

com murcha e descoloração vascular até metade da haste e; 5 ao observar plantas mortas. 

Após avaliação da severidade da doença, foi determinado o índice de severidade da 

doença (ISD), de acordo com a fórmula proposta por Ooi ( 00 ): ISD = [∑(Número da escala 

x Número de plântulas nessa escala)/(∑(Número de plântulas tratadas x Maior valor de 

classificação da escala) x 100] 
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Aos 57 DAS, também realizou-se a medição do comprimento da parte aérea, contagem 

do número de folhas, massa fresca e seca de parte aérea e raízes. As medições do 

comprimento da parte aérea foram realizadas com auxílio de uma régua graduada, sendo os 

resultados expressos em centímetros por plântula (cm.plântula
-1

).  

Para determinação da massa verde da parte aérea e o sistema radicular das plântulas, as 

mesmas foram pesadas em balança analítica com precisão de 0,001g sendo os resultados 

expressos em g.plântula
-1

. Foi determinada a massa seca da parte aérea e o sistema radicular 

sendo colocadas em sacos de papel Kraft e levadas para estufa com circulação forçada de ar, à 

temperatura de 65 ± 2 °C, até a obtenção de peso constante, por 48 horas. Decorrido esse 

período foram pesados em balança analítica com precisão de 0,001g e os resultados expressos 

em g.plântula
-1

. 

A massa fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular foram colocadas em sacos 

de papel Kraft e levados para estufa com circulação forçada de ar à temperatura de 65 ± 2 °C, 

até a obtenção de peso constante, por 48 horas. Decorrido esse período foram pesados em 

balança analítica com precisão de 0,001g e os resultados expressos em g.plântula
-1

. 

 

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

 

As atividades enzimáticas foram determinadas 30 dias após a inoculação de 

Trichoderma sp. nas plantas de girassol, analisando-se as enzimas fenilalanina amônia-liase, 

peroxidase e polifenoloxidase. A extração do material foi realizada através da maceração de 1 

g de folhas em 10 mL de acetato de sódio, até obter-se uma massa homogenia, depositada em 

eppendorf e centrifugada a 12.000 rpm durante 15 m á - 4 ºC. O sobrenadante foi utilizado 

para determinar a atividade enzimática e foi realizada a quantificação das proteínas totais pelo 

método proposto por Bradford (1976). 

 

2.10.1. Atividade da Fenilalanina Amônia-liase (FAL) 

 

A atividade foi determinada pela quantificação do ácido trans-cinâmico liberado a partir 

da fenilalanina, que consiste na adição de 0.5 mL de extrato, 1.5 mL de tampão Tris-HCl (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 à 40 ºC por 60 min. A reação foi paralisada com a adição de 0.1  mL de ácido 

clorídrico (5,0 M). A leitura foi realizada em cubeta de quartzo no espectrofotômetro por 
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meio de variação na absorbância em comprimento de onda 290 nm e expressa em 

U.A/min./mg de proteína. 

 

2.10.2. Atividade da Peroxidase (POD) 

 

Determinada através da adição de 0.25 mL de extrato enzimático ao meio de reação em 

eppendorf (1.5 ml) contendo 0.25 mL de guaiacol (1,7%), 0.75 mL de tampão fosfato 0.1 M 

(pH 6,0). e 0.25 mL de H2O2 (1,8%). A atividade enzimática foi observada em 

espectrofotômetro, pela variação da absorbância, no comprimento de onda de 470 nm à 25 °C, 

com a leitura realizada imediatamente após preparo da reação e resultados expressos em 

U.A/min./mg de proteína. 

 

2.10.3. Atividade da Polifenoloxidase (PPO) 

 

Realizada através da conversão de catecol em quinona, com adição de 0.25 mL de S-

metil-catecol 0.6 mM, 0.75 µL do tampão fosfato de sódio 0.1 M (pH 6,8) e 0.25 µL de 

extrato. As amostras foram incubadas a 40 ºC durante 15 min e a reação paralisada com 

adição de 0.8 mL de ácido perclórico. A atividade enzimática foi determinada em 

espectrofotômetro, pela variação da absorbância, no comprimento de onda de 395 nm, a 25 °C 

e resultados expressos em U.A/min./mg de proteína. 

 

2.11. Delineamento e análise dos dados 

 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC). Os resultados 

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

submetidas a análise de variância e comparadas pelo teste de Scott-Knott (p <0,05). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

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

 

3.1.1. Teste de pareamento de culturas 

 

Detectou-se ação antagônica dos isolados de Trichoderma sp. sobre F. proliferatum, 

sendo observado que, no teste de confronto direto, os isolados TCH01, TCH02, TCH03 e 

TCH04 foram agrupados na classe 2, ou seja, o antagonista ocupou pelo menos 2/3 da 

superfície do meio. Os isolados TCH05, TCH06 e TCH07 de Trichoderma sp. após entrarem 

em contato com patógeno, continuaram em crescimento, ocupando totalmente a colônia, sobre 

as quais produziram conídios em abundância, sendo os mesmos agrupados na classe 1 (Tabela 

5 e Figura 1). 

 

Tabela 5. Classificação dos isolados de Trichoderma sp. quanto ao antagonismo exercido 

sobre Fusarium proliferatum. 

 

Isolados Classe* 

TCH01 2a 

TCH02 2a 

TCH03 2a 

TCH04 2a 

TCH05 1b 

TCH06 1b 

TCH07 1b 

CV (%) 3,06 
*Classificação em conformidade com a escala de Bell et al. (1982). 

 

Segundo Mbarga et al. (2012); Ferrigo et al. (2020) a primeira etapa para avaliação da 

capacidade antagonista de Trichoderma sp. é a caracterização do potencial desses 

microrganismos, que são 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 número 

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 patógeno com potencial de utilização em 

casa de vegetação e em campo (Tabela 5).  
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Morfologicamente, os isolados de Trichoderma sp. impediram o crescimento 

excessivo do patógeno e esporularam intensamente sobre a colônia do mesmo (Figura 2B e 

2C). Resultados semelhantes foram observados por Carvalho et al.  (2011) com  três isolados 

de T. harzianum, sobre F. oxysporum. 

 

 

Figura 1. Antagonismo de Trichoderma sp. contra Fusarium proliferatum após o teste de 

confronto direto. A: Crescimento micelial rápido e esporulação densa de F. 

proliferatum; B: Trichoderma sp. crescendo sobre o patógeno e ocupando toda a 

superfície do meio; C: Trichoderma sp. crescendo sobre pelo menos 2/3 da 

superfície do meio. 

 

Segundo Dinesh et al. (2018) os compostos porduzidos por Trichoderma spp, 

pode suprimir doenças de plantas através de seus efeitos antagônicos diretos sobre o 

patógeno, principalmente com a produção de enzimas líticas, como quitinases e β-1,3-

glucanases. Esse mecanismo antagônico apresenta a capacidade de hidrolisar a parede celular 

do patógeno, limitando assim o seu crescimento (EL_KOMY et al., 2015; CONINCK et al., 

2020). 

Essas substâncias produzidas pelos antagonistas não são essenciais para o seu 

crescimento, mas desempenham funções importantes nos processos redução do crescimento 

dos organismos presentes no mesmo ambiente (MACHELEIDT et al., 2016). Esses 

compostos são geralmente de baixo peso molecular, difusíveis no meio de cultura ou voláteis, 

que são sintetizados por uma grande variedade de vias metabólicas, sendo a síntese 

geralmente diferente entre as linhagens e influenciada pelas condições de crescimento 

(RAMÍREZ-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


94 
 

3.1.2. Ação de micoparasitismo de Trichoderma sp. sobre Fusarium proliferatum 

  

Nas observações microscópicas, o patógeno mostrou morfologia hifal anormal e 

ruptura do micélio nas áreas de interação com os isolados de Trichoderma sp.. A redução do 

crescimento de F. proliferatum também foi atribuída ao micoparasitismo direto (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Antagonismo de Trichoderma sp. contra Fusarium proliferatum após o teste de 

confronto direto. A: Hifas sadias de Fusarium proliferatum; B: 

Vacuolização/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. já 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. Ação dos metabólitos voláteis de Trichoderma sp. sobre Fusarium proliferatum 

 

 Pelo teste de antibiose, observou-se ação dos metabólitos voláteis produzidos 

por Trichoderma sp., sendo todos eficientes na redução do crescimento micelial e IVCM de F. 

proliferatum, quando comparados ao tratamento controle, com melhores resultados 

observados para TCH01, TCH02, TCH05, TCH06 e TCH07 (Tabela 6). 

Os isolados de Trichoderma sp. afetaram significativamente a taxa de crescimento 

micelial e esporulação de F. proliferatum, sendo obsevando que no tratamento controle, o 

crescimento micelial foi de 14,2 mm dia
-1 

e a esporulação de 59,25 conídios/mL
-1

. Sobre 

influência dos metabólitos voláteis, os menores valores para crescimento micelial do patógeno 

foram para TCH05 e TCH06, com médias de 5,7 e 6,2 mm dia
-1

, respectivamente. Para 

esporulação, os melhores resultados foram evidenciados para TCH05, TCH06 e TCH07, com 

valores médios de 2,5; 1,7 e 1,2 de conídios/mL
-1

, respectivamente (Tabela 6).  
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Tabela 6. Ação dos metabólitos voláteis de Trichoderma sp. sobre o crescimento micelial 

(CM), índice de velocidade do crescimento micelial (IVCM), taxa de crescimento 

micelial (TX) e número de esporos de Fusarium proliferatum. 
 

Tratamentos CM 

 (mm) 

IVCM  TX 

(mm.dia
-1

) 

NE  

(conídios/ml
-1

) 

Controle 85,0a 0,87a 14,2a 59,2a 

TCH01 39,6d 0,47c 6,6d 10,0c 

TCH02 38,4d 0,46c 6,4d 6,5c 

TCH03 45,2c 0,51b 7,5c 9,5c 

TCH04 50,5b 0,55b 8,3b 13,0b 

TCH05 35,0d 0,41c 5,7e 2,5d 

TCH06 37,0d 0,44c 6,2e 1,7d 

TCH07 40,0d 0,48c 6,7d 1,2d 

CV(%) 4,20 2,50 4,09 18,60 
Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente pelo Scott Knott a 5% de 

probabilidade. 

 

 Com relação à porcentagem de inibição do crescimento micelial, TCH05 e TCH06 

apresentaram diferença significativa, sendo superiores aos demais isolados testados, 

reduzindo em 58,8% e 56,2% o crescimento do patógeno, respectivamente. Para a inibição da 

esporulação, os melhores resultados foram evidenciados por TCH05, TCH06 e TCH07, 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 após ação dos metabólitos 

voláteis produzidos por Trichoderma sp.; B. Efeito inibidor de metabólitos voláteis 

de Trichoderma sp. sobre porcentagem de inibição do crescimento micelial (PIC) e 

inibição da esporulação (PIE) de Fusarium proliferatum. Médias com letras iguais 

não diferem estatisticamente entre si pelo o teste de Scott Knott (p <0,05). T1 – 

Controle; T2 – TCH01 (Trichoderma asperellum isolado de Trichodel
®
); T3 - 

TCH02; T4 - TCH03; T5 – TCH04; T6 –TCH05; T7 –TCH06; T8 –TCH07. 

 

Os metabólitos voláteis produzidos pelo Trichoderma sp. são substâncias com ação 

tóxica, que possuem a capacidade de reduzir ou mesmo paralisar (efeito fungistático) o 

crescimento e a esporulação do patógeno (BOMFIM et al., 2010). E o efeito dessas 

substâncias antifúngicas também foram relatadas por Xue et al. (2017), com redução de 
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53,2% a 81,1% do crescimento micelial de F. graminearum pela ação dos metabólitos 

voláteis de 22 isolados de Trichoderma sp. após 6 dias de incubação. Sá et al. (2019) também 

observaram redução de 37,8% das colônias de Fusarium sp. em função da ação inibitória dos 

metabólitos 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 redução significativa da incidência de F. proliferatum com a 

utilização de todos os isolados antagônicos, sendo que os mais eficientes foram TCH03, 

TCH06 e TCH07, com redução da incidência em torno de 90, 96 e 94%, respectivamente, 

quando comprada com tratamento controle, e os mesmos não diferiram do fungicida, cuja 

redução foi 96% (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Incidência de Fusarium proliferatum em sementes de girassol (Helianthus annuus 

L.) microbiolizadas com Trichoderma sp.. Médias com letras iguais não diferem 

estatisticamente entre si pelo o teste de Scott Knott (p <0,05). Concentração da 

suspensão dos isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10
7
conídios/mL

‐1
; Fungicida: 

240g/100 kg de sementes.  
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  Pesquisas com controle biológico no tratamento de sementes têm sido realizadas e 

resultados promissores foram obtidos: Carvalho et al. (2011) constataram que T. harzianum 

foi capaz de reduzir de 35% a 51% na incidência de F. oxysporum f. sp. phaseoli associados a 

sementes de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L). Dubey et al. (2007) verificaram redução 

da incidência de F. oxysporum f. sp. ciceris em sementes de grão-de-bico (Cicer arietinum) 

tratadas com T. viride, T. harzianum e T. virens. Farias et al. (2019) confirmaram o potencial 

de Trichoderma sp. na redução da incidência de F. oxysporum f. sp. vasinfectum em sementes 

de algodoeiro (Gossypium hirsutum L) de até 39% nas sementes tratadas. Silva et al. (2019) 

observaram redução da incidência de F. subglutinans por Trichoderma sp. em sementes de 

pinus (Pinus spp).  

 

3.3. Testes de germinação e emergência  

 

Foram observadas diferenças para primeira contagem de germinação, germinação, 

índice de velocidade de germinação (IVG), emergência e índice de velocidade de emergência 

(IVE) para todos os tratamentos, com aumento significativo quando comparados com o 

tratamento controle e os mesmos não diferiram entre si (Tabela 7).  

Para primeira contagem de emergência, com exceção do tratamento TCH04, os 

melhores resultados foram obtidos com TCH03 e TCH07, com valores de 80% e 74%, 

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

 

Tabela 7. Primeira contagem de germinação (PCG), germinação (G), índice de velocidade de 

germinação (IVG), primeira contagem de emergência (PCE), emergência (E) e 

índice de velocidade de emergência (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 55c 67b 16,08b 

TCH01 67,00a 82a 18,52a 67b 85a 20,50a 

TCH02 81.00a 93a 21,99a 67b 83a 19,40a 

TCH03 79,00a 87a 20,85a 80a 83a 20,38a 

TCH04 72,00a 83a 19,91a 66b 81a 19,13a 

TCH05 75,00a 83a 19,85a 60c 85a 19,08a 

TCH06 81,00a 88a 21,17a 67b 84a 19,56a 

TCH07 84,00a 87a 21,56a 74a 87a 20,81a 

Captana 81,00a 88a 21,29a 74a 83a 20,20a 

CV (%) 13,78 10,66 11,38 10,35 5,63 7,55 
Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente pelo Scott Knott a 5% de 

probabilidade. Controle: sementes desinfestadas com hipoclorito de sódio a 1% por 3 min; Concentração 

da suspensão dos isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10
7
conídios/mL

‐1
; Fungicida: 240g/100 kg de sementes. 
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Resultados semelhantes foram observados por Martini et al. (2014), ao verificarem 

que os metabólitos secundários liberados por Trichoderma sp., usados para inibir o 

desenvolvimento de Fusarium sp. veiculados por sementes de arroz (Oryza sativa L.) não 

interferiram na germinação das mesmas. Xue et al. (2019) constataram um aumento na 

emergência e massa seca de plântulas de trigo (Triticum sp.) inoculadas com Trichoderma sp.. 

Carvalho et al., 2014, também verificaram um aumento da taxa de germinação em sementes 

de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) inoculadas com T. harzianum. 

Além de contribuir para um controle mais estável das doenças, podendo ao longo dos 

anos alterar o equilíbrio dos agroecossitemas, tornando inóspito ao desenvolvimento dos 

patógenos e sem causar impactos negativos (MACHADO et al., 2012), o uso de Trichoderma 

sp. no tratamento de sementes pode resultar em uniformidade de germinação e emergência. 

O isolado TCH05 foi o que proporcionou melhor desempenho do crescimento da parte 

aérea no teste de germinação, com valor médio de 7,4 cm, diferindo do tratamento controle 

(2,1 cm) e não diferindo do fungicida (7,5 cm). No teste de emergência, os melhores 

resultados para comprimento de parte aérea foram nos tratamentos com TCH05 (18,6 cm), 

TCH06 (18,1 cm) e TCH07 (18,3) (Tabela 8). 

Os isolados de Trichoderma que proporcionaram as maiores médias de massa seca de 

parte aérea foram TCH03, TCH05, TCH06 e TCH07 no teste de germinação e TCH05 e 

TCH07 no teste de emergência (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Comprimento da parte aérea nos testes de germinação (CPG) e emergência (CPE) e 

massa seca da parte aérea nos testes de germinação (MSPG) e emergência 

(MSPE) de plântulas 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 

TCH01 2,7c 17,1b 0,024b 0,160b 

TCH02 3,3c 16,8b 0,023b 0,140c 

TCH03 3,6c 17,0b 0,029a 0,132c 

TCH04 3,4c 17,4b 0,023b 0,170b 

TCH05 7,4a 18,6a 0,027a 0,200a 

TCH06 6,3b 18,1a 0,028a 0,170b 

TCH07 5,9b 18,3a 0,026a 0,190a 

Captana 7,5a 13,6c 0,025a 0,140c 

CV (%) 12,13 3,66 14,74 9,64 

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

probabilidade. Controle: sementes desinfestadas com hipoclorito de sódio a 1% por 3 min; Concentração 

da suspensão dos isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10
7
conídios/mL

‐1
; Fungicida: 240g/100 kg de sementes. 
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 Verificou-se que para o comprimento de raízes no teste de germinação, todos os 

tratamentos diferiram do tratamento controle, sendo TCH05 (10,8 cm) o que proporcionou os 

maiores valores diferindo dos demais. No teste de emergência foram TCH03 (19,6 cm), 

TCH04 (21,2 cm), TCH05 (21,1 cm) e TCH06 (20,7 cm) que apresentaram maiores médias 

de comprimento de raízes (Tabela 9). 

 Em relação aos resultados da massa seca de raízes no teste de germinação, não foram 

observadas diferenças significativas entre os tratamentos com Trichoderma spp.. Para massa 

seca de raízes no teste de emergência, TCH01 e TCH02 não diferiram do tratamento controle 

e nem do fungicida. TCH04 e TCH06 foram os que proporcionaram maior massa seca de 

raízes no teste de emergência, sendo significativamente superior, com valores médios de 

0,210 g (Tabela 9). 

 

Tabela 9. Comprimento de raízes nos testes de germinação (CRG) e emergência (CRE) e 

massa seca de raízes nos testes de germinação (MSRG) e emergência (MSRE), 

de plântulas de girassol (Helianthus annuus L.), cultivar BRS 324, inoculadas 

com Trichoderma sp.. 

 
Tratamentos CRG (cm) CRE (cm) MSRG (g) MSRE (g) 

Controle 2,3e 14,2c 0,002a 0,114c 

TCH01 2,7d 18,1b 0,006a 0,160b 

TCH02 3,9d 18,9b 0,016a 0,114c 

TCH03 3,3d 19,6a 0,002a 0,130c 

TCH04 3,5d 21,2a 0,021a 0,172b 

TCH05 10,8a 21,1a 0,022a 0,210a 

TCH06 9,3b 20,7a 0,005a 0,170b 

TCH07 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 não diferem estatisticamente pelo Scott Knott a 5% de 

probabilidade. Controle: sementes desinfestadas com hipoclorito de sódio a 1% por 3 min; Concentração 

da suspensão dos isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10
7
conídios/mL

‐1
; Fungicida: 240g/100 kg de sementes. 

 

 

Observou-se que Trichoderma sp. colonizou de forma eficiente o sistema radicular das 

plântulas tratadas, sendo este um fator de fundamental importância, pois Fusarium spp. 

infecta a planta hospedeira através das raízes ou caules. De forma semelhante, a colonização 

de T. harzianum também foi observada por Ferrigo et al. (2014), em raízes de milho (Zea 

mays L.) em condições axênicas, resultando em aumento significativo das mesmas.  

De acordo com Saravanakumar et al. (2016) a sobrevivência e colonização bem-

sucedidas do antagonista na planta hospedeira é essencial para o biocontrole da doença 

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

plantas.  

 Na Figura 5, observa-se plântulas de girassol provenientes de sementes tratadas com 

Trichoderma sp., no teste de germinação (Figura 5A) e emergência (Figura 5B), 

respectivamente.  

 

 

Figura 5. Crescimento inicial de plântulas de girassol (Helianthus annuus L.), cv BRS 324, 

oriundas dos testes de germinação em substrato de papel (A) e emergência em 

substrato xxxxxx (B), inoculadas com Trichoderma sp.. T1 – Controle (composta 

pelas sementes imersas em ADE); T2 – Inoculação com TCH01 (sementes 

inoculadas com Trichoderma asperellum isolado de Trichodel
®
); T3 - Inoculação 

com TCH02; T4 - Inoculação com TCH03; T5 – Inoculação com TCH04; T6 – 

Inoculação com TCH05; T7 – Inoculação com TCH06; T8 – Inoculação com 

TCH07; T9 - Tratamento com fungicida Captana. Concentração da suspensão dos 

isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10
7
conídios/mL

‐1
; Fungicida: 240g/100 kg de 

sementes. 
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3.4. Teste de colonização endofítica  

 

Observou-se que Trichoderma spp. colonizou de forma eficiente o sistema radicular 

das plantas de girassol, conforme observado pelo plaqueamento das porções das raízes em 

meio BDA. Com exceção de TCH01, TCH02 e TCH03, os demais isolados também foram 

detectados no caule das plântulas tratadas. Nenhum isolado foi encontrado colonizando as 

folhas das plântulas de girassol (Tabela 10).  

  

Tabela 10. Presença (+) e ausência (-) de Trichoderma spp. em diferentes partes de plântulas 

de girassol (Helianthus annuus L.), detectadas pelo teste de colonização 

endofítica. 

 
Tratamentos Raízes Caule Folhas 

Controle - - - 

TCH01 +  - - 

TCH02 + - - 

TCH03 + - - 

TCH04 + + - 

TCH05 + + - 

TCH06 + + - 

TCH07 + + - 
Controle: sementes desinfestadas com hipoclorito de sódio a 1% por 3 min; Concentração da suspensão dos 

isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10
7
conídios/mL

‐1
. 

 

Trichoderma spp. têm sido detectado colonizando, endoliticamente, plantas de 

diversas famílias botânicas, sem causar doenças, ou proporcionando o controle de patógenos, 

ou promoção do crescimento. A capacidade  desse antagonista de crescer ao longo das raízes 

representa uma característica importante para um potencial agente de biocontrole. 

 De forma semelhante, a colonização 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 raízes de milho (Zea mays L.) em condições axênicas.  

Os efeitos benéficos de Trichoderma spp. pode diferir em relação ao genótipo da 

planta, isolado fúngico e concentrações aplicadas (ISLAM et al., 2014). Ferrigo et al. (2020) 

observaram uma maior colonização de T. harzianum em raízes do híbrido 1 em comparação 

ao híbrido 2 de milho, independentemente das condições do solo, podendo estar relacionadas 

a uma diferença na taxa ou composição dos exsudatos radiculares.  

A colonização por Trichoderma sp. é modulada por interações específicas reguladas 

pelo hospedeiro (MORÁN-DIEZ et al., 2015). A liberação de exsudatos radiculares da planta 
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hospedeira favorece a germinação de conídios de Trichoderma spp., indicando que o fungo e 

as plantas obtêm benefícios mútuos (RAMÍREZ-VALDESPINO et al., 2019). 

 

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

do tratamento de sementes 

 

 O tratamento das sementes com Trichoderma sp., resultou em uma diminuição geral 

da colonização do patógeno em plantas de girassol. Isso pode ser observado na Tabela 12, 

onde as plantas inoculadas com F. proliferatum e que não foram tratadas com Trichoderma 

sp. apresentaram incidência de doença significativamente superior as que receberam o 

antagonista. Ressalta-se que TCH06 foi o mais eficiente no controle da murcha de fusário, 

constituindo um isolado promissor quanto ao uso no manejo integrado. 

 Com relação à severidade, observou-se amplitude de variação entre 2,75 e 0,0 (escala 

de 0-3), onde todos os tratamentos com Trichoderma sp. diferiram do tratamento controle 

(2,75) e não diferiram entre si. O menor índice de severidade de doença (ISD) foi verificado 

por TCH06, que diferiu dos demais (Tabela 11). 

 

Tabela 11.  Incidência (%), severidade e índice de severidade de doença (ISD - %) da murcha 

de fusário em plantas de girassol (Helianthus annuus L.), cultivar BRS 324, aos 

57 DAS, inoculadas com diferentes isolados de Trichoderma sp.. 

 
Tratamentos Incidência 

 (%) 

Severidade*  

(nota) 

ISD (%) 

Controle Positivo 0,0c 0b 0c 

Controle Negativo 81,25a 2,75a 55a 

TCH01 31,25b 0,5b 10b 

TCH02 12,50b 0,5b 10b 

TCH03 25,0b 0,5b 10b 

TCH04 12,5b 0,25b 5b 

TCH05 25,0b 0,25b 5b 

TCH06 0,0c 0,b 0c 

TCH07 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 atribuíram-se notas de 0 a 5 em que: 0= 

ausência de sintoma; 1= sintomas iniciais de murcha (amarelecimento) e descoloração vascular; 2= até 25% das 

folhas com murcha e descoloração vascular extensa até o primeiro par de folhas; 3= até 50% das folhas com 

murcha e descoloração vascular até metade da haste; 4 = até 75% das folhas com murcha e descoloração 

vascular por toda haste; 5= plantas mortas. Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem 

estatisticamente pelo Scott Knott a 5% de probabilidade. Controle Positivo - Ausência do antagonista e ausência 

do patógeno; Controle Negativo – Ausência do antagonista e presença do patógeno. Concentração da suspensão 

dos isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10
7
conídios/mL

‐1
; Fungicida: 240g/100 kg de sementes. 
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Gava; Menezes (2012) também constataram potencial antagônico de T. koningii e T. 

polysporum no controle de patógenos de solo na cultura do meloeiro (Cucumis melo L.), 

aplicados antes do plantio, onde verificaram maior número de plantas e, consequentemente, 

uma maior produtividade de frutos. Esses mesmos autores também observaram que esses 

isolados colonizaram ativamente a rizosfera tornando esse ambiente inóspito para o 

crescimento de patógenos.  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 patógeno, Trichoderma sp. também inibiu os efeitos negativos causado por 

outros patógenos transmitidos por sementes e solo, e que causaram doenças pré e pós-

emergência no campo.  

Galletti et al. (2020) observaram que a frequência de distribuição das áreas necróticas 

e crescimento endofítico do patógeno 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 diferença estatística quando 

comparados ao tratamento controle e ao fungicida para número de folhas de plantas e os 

tratamentos com os antagonistas não 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 não diferiram entre si (Tabela 

12). 

Os tratamentos com TCH04 e TCH05 foram os que proporcionaram valores de massa 

fresca de raízes (MFRA) e massa seca de raízes (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. Número de folhas (NF), comprimento de parte aérea (CPA), massa fresca de parte 

aérea (MFPA), massa fresca de raízes (MFRA), massa seca da parte aérea 

(MSPA) e massa seca de raízes (MSRA) de plantas de girassol (Helianthus 

annuus L.), cultivar BRS 324, aos 57 DAS, inoculadas com Trichoderma sp.. 

 
Tratamentos NF 

- 

CPA 

(cm) 

MFPA (g) MFRA 

(g) 

MSPA  

(g) 

MSRA (g) 

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

Controle Negativo 19,00b 93,9b 147,3c 60,25c 16,2c 9,3d 

TCH01 21,25a 116,6a 208,9a 103,3b 22,8a 13,2c 

TCH02 21,50a 110,0a 201,4a 117,8b 22,2a 16,7c 

TCH03 20,75a 113,0a 190,2a 125,3b 21,2a 22,2b 

TCH04 21,50a 110,0a 192,3a 166,3a 21,3a 29,0a 

TCH05 21,75a 109,7a 208,9a 156,0a 23,1a 27,8a 

TCH06 21,50a 113,9a 207,2a 122,0b 22,9a 23,9b 

TCH07 22,00a 115,6a 205,7a 127,6b 22,3a 25,1b 

Captana 19,50b 94,9b 168,1b 85,6c 18,4b 20,1b 

CV (%) 6,98 6,79 6,25 14,95 5,77 17,48 
Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente pelo Scott Knott a 5% de 

probabilidade. Controle Positivo - Ausência do antagonista e ausência do patógeno; Controle Negativo – 

Ausência do antagonista e presença do patógeno. Concentração da suspensão dos isolados de Trichoderma sp.: 

1,0 x 10
7
conídios/mL

‐1
; Fungicida Captana (240g/100 kg de sementes). 

 

 

A redução do crescimento da planta e biomassa pode ser causada pelo bloqueio dos 

feixes vasculares devido à proliferação do patógeno, produção de toxinas e restrição no 

transporte de água 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 

adição cepas específicas de Trichoderma sp. na rizosfera podem resultar em promoção do 

crescimento de plantas e aumento de produtividade,  possuindo características com potencial 

comercial, sendo uma alternativa ao uso de fungicidas. 

 

3.6. Atividade enzimática induzida por Trichoderma sp. em plantas de girassol 

 

A atividade da fenilalanina amônia-liase (FAL) em plantas de girassol elevou-se 

significativamente com a inoculação dos isolados TCHA03, TCHA04 e TCHA06, atingindo 

de 0,36; 0,37 e 0,32 U.A min
-1

 mg
-1

 proteína, e aumentos de 36; 37,8 e 28%, respectivamente, 

em comparação ao tratamento controle (0,23 U.A min
-1

 mg
-1

 proteína) (Figura 6). 
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Figura 6. Atividade da Fenilalanina amônia-liase em girassol (Helianthus annuus L.), cv. 

BRS 324, inoculadas com F. proliferatum e tratadas com diferentes isolados de 

Trichoderma sp. via sementes. Diferença significativa em relação ao tratamento 

controle pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Controle: sementes desinfestadas 

com hipoclorito de sódio a 1% por 3 min; Concentração da suspensão dos 

isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10
7
conídios/mL

‐1
; Fungicida Captana 

(240g/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 TCHA07, onde observou-se 

atividade da enzima de 1,34; 1,41; 1,41 e 1,24 U.A min
-1

 mg
-1

 proteína (Figura 7). 

 

CN

CP
TCHA01

.

TCHA03

TCHA04

 

TCHA06
TCHA07

Fungicida

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40  

a

b

b

a

b

a

b

b

b

b

TCHA02

TCHA05

Fenilalanina

Amônia-liase 
  (UA min

-1 
mg

-1
 proteína)



107 
 

 

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. Diferença significativa em relação ao tratamento 

controle pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Controle: sementes desinfestadas 

com hipoclorito de sódio a 1% por 3 min; Concentração da suspensão dos 

isolados de Trichoderma sp.: 1,0 x 10
7
conídios/mL

‐1
; Fungicida Captana 

(240g/100 kg de sementes). 

 

Observou-se diferença 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
-1

 mg
-1

 proteína, não 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. Diferença significativa em relação ao tratamento controle pelo 

teste de Scott-Knott (P < 0,05). Controle: sementes desinfestadas com hipoclorito 

de sódio a 1% por 3 min; Concentração da suspensão dos isolados de Trichoderma 

sp.: 1,0 x 10
7
conídios/mL

‐1
; Fungicida Captana (240g/100 kg de sementes). 

 

O aumento da atividade dessas enzimas é geralmente observado no contato da planta 

com o patógeno, no entanto, elas também são frequentemente estimuladas por 

microrganismos benéficos durante o mecanismo de resistência induzida (CHOUDHARY et 

al., 2016). O aumento da atividade de fenilalanina amônia-liase (PAL), peroxidase (PO) e 

polifenoloxidase (PPO) em plantas tratadas com microrganismos via sementes já foi relatado, 

na redução da infecção de F. oxysporum f. sp. lycopersici (SINGH et al., 2020) e F. 

verticilioides (GALLETTI et al., 2020). Esses estudos fornecem evidências que a aplicação de 

Trichoderma spp. via tratamento de sementes, é uma ferramenta promissora e corroboram 

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

 

Os isolados de Trichoderma sp. testados possuem potencial para controle de F. 

proliferatum via microbiolização de sementes;  

 A microbiolização de sementes de girassol com Trichoderma sp. proporciona um 

aumento na germinação, emergência e crescimento inicial de plântulas; 

 Trichoderma sp. reduz a incidência e severidade da murcha ocasionada por F. 

proliferatum em plantas de girassol. 

Os isolados induzem a produção de enzimas peroxidase, polifenoloxidase e 

fenilalanina amônia liase em plantas que receberam o tratamento com Trichoderma sp. via 

sementes. 
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