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CONTROLE BIOLOGICO DA PODRIDAO VERMELHA DO SISAL
(Agave sisalana Perrine.) COM  Trichoderma spp. E
ACTINOBACTERIAS.

Autor: Jefferson Oliveira de Sa

Orientadora: Ana Cristina Fermino Soares

RESUMO: A podriddo vermelha do sisal tem causado sérios prejuizos as lavouras
sisaleiras no semiarido da Bahia. O sisal é uma cultura ainda muito pouco estudada
e ndo existem métodos de controle eficientes, descritos para essa doenca. O
controle bioldgico deve ser estudado como um método viavel, considerando que
esta doenca € causada por Aspergillus niger, um fungo habitante do solo e,
consmopolita, de dificil controle. O sucesso de Trichoderma e de actinobactérias no
controle de doengas tem sido observado em culturas de importancia economica.
Porém, para o sisal estes estudos sdo escassos. O objetivo deste trabalho foi avaliar
o potencial de Trichoderma spp. e actinobactérias no controle da podriddo vermelha
do sisal, avaliando-se formulacGes de Trichoderma e misturas entre formulacdes e
actinobactérias. Foram avaliados 55 isolados de Trichoderma pertencentes a sete
espécies e actinobactérias pré-selecionadas de uma colecdo de 54 isolados. No
presente estudo, os resultados em laboratdrio ndo se repetiram no campo, indicando
a influéncia do ambiente na resposta dos micro-organismos no biocontrole. A
eficiéncia de Trichoderma no controle da podriddo vermelha do sisal variou com o
isolado e as condigbes edafoclimaticas. Os isolados TCS76 (Trichoderma
harzianum), TCS43 (T. Virens) e TCS09 (T. Viride) promoveram reducgéao significativa
da doenca, nas duas condi¢cbes avaliadas. Os experimentos realizados com solo e
residuo de sisal demonstraram que os isolados de Trichoderma e actinobactérias
nao sao eficientes na reducéo da populacao de A. niger no solo e o residuo de sisal
nao serve para multiplicagdo e/ou formulagdo de Trichoderma. As actinobactérias
crescem no residuo fresco de sisal, mas nao promoveram o controle de A. niger in
vitro e nem da podridao vermelha em mudas de sisal. O uso combinado de isolados
de Trichoderma e de actinobactérias ou a combinacéo de isolados de Trichoderma
nao potencializou o controle da podridao vermelha em mudas de sisal.

Palavras-chave: Biocontrole, formulacdo, Aspergillus



BIOLOGICAL CONTROL OF SISAL (Agave sisalana Perrine) STEM
RED ROD DISEASE BY Trichoderma spp. AND ACTINOBACTERIA

Author: Jefferson Oliveira de Sa

Advisor: Ana Cristina Fermino Soares

ABSTRACT: Sisal stem red rot disease has been causing severe damage to sisal
fields in the semiarid region of Brazil. There are very few research studies with this
crop and disease control methods have not been described in the literature.
Biological control strategies should be studied for control of this disease, which is
caused by Aspergillus niger, a soil fungi, with worldwide distribution, and dificult to
control. The success of Trichoderma and actinobacteria in biological control studies
of plant diseases have been described for several crops of economic importance.
However, these studies with sisal are rare. The present work aimed to evaluate the
potential of Trichoderma spp. and actinobacteria for control of sisal stem red rot
disease, with formulations of Trichoderma and combinations of these formulations
and of actinobacteria strains. A total of 55 Trichoderma isolates belonging to seven
species, and actinobacteria selected previously from a culture collection of 54
isolates were evaluated. In this study, laboratory results were very diferente from
results obtained in field studies, indicating the environmental influence in the
interaction plant-microbe-soil. The efficiency of Trichoderma in control of sisal stem
red rot disease varied with the isolate and the environmental conditions. T.
harzianum (isolate TCS76), T. virens (isolate TCS43), and T. viride (isolate TCS09)
promoted a significative reduction in disease incidence and severity, in both
environmental conditions. The experiments conducted in soil and sisal residue
showed that Trichoderma and actinobacteria were not efficient in reducing A. niger
population in soil. Sisal residue fro leaf decortication process, is not an adequate
medium for growth and formulation of Trichoderma inoculum. Actinobacteria isolates
grew in fresh sisal residue, but did not promote control of A. niger, under in vitro
conditions, nor the control of stem red rot disease in field studies with sisal plants.
The use of combined isolates of Trichoderma and of actinobacteria did not increase
the potential for biocontrol of sisal stem red rot disease.

Key-words: Biocontrol, formulations, Aspergillus



INTRODUCAO

A cultura do sisal

O cultivo de sisal (Agave sisalana Perrine) representa um importante
segmento econdmico para a regido nordeste brasileira, por promover fontes de
renda e emprego em regides do semiarido, nas quais o clima limita as alternativas
agricolas. O agronegécio do sisal envolve mais de 800 mil pessoas nos estados da
Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte, permitindo a geracdo de empregos diretos e
indiretos (CNA, 2010).

O Brasil € o maior produtor de sisal do mundo, com uma produc¢éo de 246.535
toneladas por ano, com uma receita proveniente da exportacao de fibras que gira em
torno de 200 milhdes de reais, respondendo por 50% das exportacdes da fibra no
mundo, destinadas principalmente para os Estados Unidos, China, México e
Portugal (IBGE, 2011).

A Bahia é o principal estado produtor de sisal no Brasil, contribuindo com
cerca de 96% da producdo nacional de fibras (IBGE, 2011). A area explorada com
sisal ja alcancou 300 mil hectares, caiu para 160 mil em 1996 e, atualmente, néo
ultrapassa 265 mil hectares (IBGE, 2011), concentrando-se nos municipios de
Campo Formoso, Santa Luz, Concei¢do do Coité, Ourolandia, Valente, Jacobina e
Queimadas (IDR, 2010).

O sisal € originario da peninsula de Yucatan no México. Adaptou-se as
condi¢cdes edafoclimaticas do Nordeste Brasileiro, onde é cultivado em grandes
extensdes (SUINAGA et al., 2006). Foi inserido no Brasil no inicio do século XX,
quando os primeiros bulbilhos foram introduzidos na Bahia, em 1903, pelo
comendador Horacio Urpia Janior nos municipios de Madre de Deus e Maragogipe
(SANTOS et. al., 2011), propiciando para a regido semiarida nordestina o inicio da

atividade sisaleira, 0 que causou significativas transformacdes soécio-econémicas e



culturais (GALVAO, 2004), contribuindo para o surgimento da atual area geogréfica
denominada Territorio do Sisal, formada por vinte municipios do semiarido baiano
(ALVES et al., 2005; IDR, 2010).

Pelas suas caracteristicas fisiolégicas e agronémicas, o sisal permite que
regides semiaridas, onde sdo raras as alternativas viaveis economicamente para
producdo agricola, tornem-se produtivas (SUINAGA et al., 2006; CONSOLI, 2009).

A planta do sisal pertence a classe das monocotiledéneas, série Liliflérea,
familia Agavaceae, subfamilia Agavoidea, género Agave, subgénero Euagave,
espécie A. sisalana. O género Agave compreende aproximadamente 300 espécies
nativas das zonas tropicais e subtropicais da América do Norte e América do Sul
(MEDINA, 1954). Deste género, somente duas espécies se destacam por sua
importancia comercial para a producéo de fibra, A. sisalana e A. fourcroydes (SILVA
et al., 2008).

Por se tratar de uma planta xerofita, suporta secas prolongadas e altas
temperaturas (BELTRAO, 2006). O seu metabolismo fotossintético é do tipo CAM
(Metabolismo Acido Crussulaceo), que permite o uso eficiente da agua. Espécies
como o sisal utilizam apenas 50 a 100 g de 4gua por grama de fitomassa produzida,
contra 300 a 1.000g nas plantas com outras rotas do metabolismo fotossintético
(TAIZ; ZEIGER, 2004).

O sistema radicular do sisal é tipico das monocotiledbneas, fasciculado,
fiboroso e em forma de tufo, sem a presenca de raiz principal. E subcaulescente, isto
€, tem apenas um eixo principal no qual os troféfilos se inserem e armazenam agua.
As folhas sdo lanceoladas e lineares, sem peciolo, podendo atingir mais de dois
metros. Esses 6rgdos, responsaveis pela fotossintese da planta, apresentam os
estbmatos em cavidades denominadas criptas, as quais estdo alinhadas em forma
de alteres, que incrementam a resisténcia a perda de &gua, fazendo parte do
sistema de controle de umidade interna da planta. O sisal floresce uma Unica vez,
possui flores hermafroditas e a polinizagdo €, em geral, realizada por insetos. Os
frutos sdo capsulas com cerca de 3 cm de comprimento e 2 cm de didmetro de cor
preta e bastante leves (SILVA et al., 2008; SINDIFIBRAS, 2008).

O ciclo de transformagéo dos recursos naturais em fios de sisal comega em 3
anos de vida da planta ou quando as folhas atingem até 140 cm de comprimento, o
gue pode resultar em fibras de 90 a 120 cm. As fibras representam apenas 4 a 5%

do peso da folha bruta. As folhas séo cortadas a cada 6 meses, durante toda a vida



da planta, que € de 6 a 7 anos. Ap6s esse periodo, surge a haste (escapo floral),
quando a planta completa seu ciclo e morre. O sisal produzido na Bahia tem
potencial para suprir o fornecimento de fibra a fabrica de automaoveis da Ford, para a
substituicéo parcial da fibra de vidro e de plastico (SANTOS et. al., 2011).

O sisal teve seu apogeu econdémico durante a crise do petréleo na década de
60 e 70. Em contrapartida a utilizacdo de fibras sintéticas, existe a demanda por
preservacao dos recursos naturais e a pressao forte de grupos ambientais, o que
tem contribuido para o aumento do uso de fios naturais (SANTOS et. al., 2011).

Apesar da grande relevancia econdmica e social representada por esta
cultura para o Estado da Bahia e para o Brasil, estudos recentes tém mostrado que
a Bahia vem experimentando um acentuado declinio na atividade sisaleira, com
reducdo tanto na area plantada quanto na producdo. Em 2010 houve uma reducao
de 12% da producédo e 10,5% do valor arrecadado em relacdo ao ano anterior
(IBGE, 2011). Como fatores que contribuiram para esse declinio, dentre outros, tém
sido citados o baixo indice de modernizacdo e de aproveitamento da planta, o baixo
valor pago pela fibra, a competicdo com os fios sintéticos, o alto custo inicial de
producéo, a falta de maquinas modernas para a colheita e beneficiamento, os longos
periodos de estiagem e a podriddo vermelha do sisal, doenca que tem ameacado a
sustentabilidade desta cultura no Brasil (SILVA, 2012a; COUTINHO et al., 2006).

Devido a queda de precos sofrida pelas fibras duras a partir da década de 50,
pesquisadores intensificaram os esfor¢os objetivando a obtencdo de uma planta que
apresentasse as caracteristicas quantitativas e qualitativas do sisal comum (Agave
sisalana Perr.), obtendo resultados favoraveis na Africa ao se cruzarem duas
espécies diploides: Agave angustifolia x Agave amaniensis, fornecendo, pelo
retrocruzamento de seu F1 com A. amaniensis, individuos de grande interesse,
obtendo-se o hibrido 11.648 (ALLEN, 1971; LOCK, 1962). Mesmo assim, esse
hibrido ndo chegou a resolver os problemas de todas as regides sisaleiras, pois,
além de exigente em solo e clima e nao ter aceitabilidade pelos produtores, estudos
recentes (dados nao publicados) tem demostrado que este hibrido é também

suscetivel a podriddo vermelha do caule.



A podridao vermelha do sisal

Vérias doencas podem afetar o sisal, mas apenas duas foram relatadas até o
presente momento no Brasil: a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum
agaves (MEDINA, 1954), que nao se constitui propriamente em um problema
fitossanitario de importancia econdmica, e a podriddo vermelha do caule, conhecida
também como podridédo do tronco do sisal, podriddo vermelha do sisal, podriddo do
cepo, podriddo umida do cepo ou ainda podriddo parda do colo (LIMA et al., 1998;
COUTINHO et al., 2006; SOARES et al., 2006).

A podriddo vermelha afeta a cultura do sisal nas principais areas produtoras
dos Estados da Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte. Na Bahia, a incidéncia da
doenca varia entre as regides de cultivo, sendo que em algumas nao ultrapassa 5%
da area enquanto que em outras pode alcancar 40% de infestacdo (ABREU, 2010).

A doenga apareceu pela primeira vez no Brasil, no Estado da Paraiba,
segundo dados de Machado (1951), citado por Medina (1954). Na Bahia, foi
constatada pela primeira vez por pesquisadores da Embrapa Semiarido e EBDA, na
fazenda Mandacaru, municipio de Santaluz - BA, em um plantio comercial de 3.500
hectares de sisal (LIMA et al., 1998). Atualmente, na Bahia tem sido constatado um
aumento significativo na incidéncia da podriddo vermelha do caule do sisal,
resultando em perdas consideraveis para os produtores (ABREU, 2010).

A doenca é caracterizada pelos seguintes sintomas: coloracao vermelha que
se estende do caule para a base das folhas, com amarelecimento das folhas. A
planta infectada fica com as folhas amareladas e murchas, o caule apodrece e se
desprende facilmente do solo, levando a planta a morte. Devido ao clima, alguns
produtores acreditam que o problema é causado pela seca (LIMA et al., 1998).
Apesar da doenca causar a morte da planta, as plantas de sisal infectadas pelo
patbgeno sobrevivem por algum tempo, por que o apodrecimento do caule,
resultante da colonizagéo pelo patdgeno, ocorre de forma lenta. As folhas de plantas
afetadas pela podriddo vermelha n&o servem para o desfiboramento e
aproveitamento das fibras e as plantas sintomaticas morrem com 0 progresso da
doenca (BOCK, 1965).

Embora os fungos Pythium aphanidermatum, Lasiodiplodia theobromae e
Aspergillus niger tenham sido relatados como causadores de podriddes no caule do
sisal (BOCK, 1965; LIMA et al., 1998; IKITOO & KHAYRALLAH, 2001), Coutinho et



al., (2006) e Soares et al., (2006) identificaram somente Aspergillus niger como o
agente causal da podriddo vermelha do sisal nos Estados da Paraiba e Bahia.
Entretanto, a identificacdo do patégeno foi feita somente com base em
caracteristicas morfoldgicas. Atualmente, sabe-se que existem diversas espécies de
Aspergillus semelhantes e algumas séo indistinguiveis de A. niger por meio do uso
de apenas caracteres morfologicos (GIRAUD et al., 2007). Silva, (2012a) identificou
por meio de métodos moleculares que varias espécies da secdo Nigri do género
Aspergillus estdo associadas a doenca. Silva, (2012b) comprovou que A. japonicus e
A. terreus também causam sintomas de podriddo vermelha no caule de sisal, em
testes de inoculagcdo em condi¢gOes de casa de vegetacao.

Aspergillus niger € um fungo mitospérico, pertencente a ordem Moniliales,
tipico de solo, que sobrevive normalmente como saprofita, podendo causar doencas
como a podridao do colo do amendoim, principalmente em solos com baixo teor de
matéria organica (MORAES; GODOY, 1997). A capacidade de penetracdo e
colonizacdo de A. niger depende do estado em que se encontra o hospedeiro.
Quando submetidas a algum tipo de estresse, as plantas ficam mais predispostas a
infeccdo. Aspergillus niger, agente causador da podriddo vermelha no sisal, ndo
penetra em tecidos nao injuriados do hospedeiro, necessitando, portanto, de lesdes
de origem mecanica ou fisioldgica (SA, 2009).

A presenca de células, de paredes altamente lignificadas nas raizes, pode
indicar maior protecdo contra a penetracdo de patdgenos no sistema vascular do
sisal, visto que a lignificagdo pode proporcionar um aumento na resisténcia das
paredes a acdo de enzimas degradadoras, impedirem a difusdo de toxinas do
microrganismo em direcdo ao hospedeiro, e restringir a colonizacdo por patégenos
(NETO; MARTINS, 2012).

Estudos realizados em mudas de sisal inoculadas com A. niger, revelaram
gue Aspergillus coloniza o caule cinco dias apés inoculacdo, sendo que 0s primeiros
sintomas aparecem aos 10 dias, causando a morte das mudas 15 dias ap0s
inoculacéo (SA, 2009).

O desenvolvimento de estratégias para o controle da podriddo vermelha do
sisal faz-se imprescindivel para 0 manejo, expansao e sustentabilidade desta cultura
nos Estados da Bahia e Paraiba, no Brasil. Entretanto, ndo existem registros de

produtos quimicos, nem outros métodos de controle adequados para esta doenca.



O género Aspergillus

Os fungos filamentosos do género Aspergillus pertencem aos ascomicetos e
sdo muito estudados na area da biotecnologia, no que se refere a secrecdo de
proteinas, degradacgéo de enzimas, efeitos ambientais de translocagéo de biomassa,
processos de fermentacado, produgcdo de alimentos, acido citrico, glucénico e galico
(SCOTT, 2006). Muitas espécies sao encontradas na natureza, vivendo de forma
sapréfita causando podriddo em Orgdos vegetais, a exemplo de sementes
armazenadas em condi¢Oes de elevada umidade (FELIX, 2007).

O género Aspergillus esta dividido em secbes, sendo a secao Nigri
caracterizada por espécies com esporos de coloracdo preta. Aspergillus niger é a
espécie da secdo Nigri mais relatada na literatura devido a sua utilizacdo em
diversos processos biotecnoldgicos. Ocasionalmente, o nome da espécie A. niger
tem sido utilizado para qualquer membro da secdo Nigri, devido as diferencas
morfolégicas ndo serem bem claras (SAMSON et al., 2007; ABARCA et al., 2004).
Estudos taxon6micos utilizando métodos moleculares tém dividido o complexo A.
niger em duas espécies, A. niger e A. tubingensis (ABARCA et al., 2004).

E um género de fungo comum da microbiota do solo que produz enzimas
hidroliticas e oxidativas que degradam a lignocelulose, atuando no ciclo do carbono
na natureza (GOMES, 2007). Segundo estudos in vitro realizados por AGUIAR et al.,
(2008), o A. niger é produtor de celulases sob condi¢cdes nutricionais controladas,
apresentando atividade celulolitica nas condicbes estudadas de pH 5,0 e
temperatura de 50°C. As espécies do género Aspergillus crescem em altas
concentracdes de acguUcar, nutrindo-se de agua extraida de substancias relativamente
secas. A. niger cresce em ampla faixa de temperatura variando de 6 a 47 °C, sendo
a faixa de temperatura 6tima de crescimento de 35 a 37 °C. Sao capazes de crescer
em uma faixa de pH extremamente ampla, de 1,4 a 9,8.

Essas habilidades e a producéo profusa de conidiésporos, que sdo dispersos
através do ar, asseguram a ocorréncia ubiqua da espécie, com uma freqiéncia

maior em lugares quentes e umidos (SCHUSTER et al., 2002).



Controle biolégico de doencas de plantas

Dentre as estratégias de combate a esta doenca do sisal, o controle biolégico
faz-se uma alternativa viavel, por apresentar-se menos danoso para 0 meio
ambiente, além de ser uma estratégia bastante utilizada para o controle de micro-
organismos habitantes do solo (PEREIRA et al., 2007).

Segundo Zilli et al., (2008) a dificuldade de controle de patdogenos presentes
no solo por métodos quimicos, fisicos e culturais € um desafio que demanda
alternativas ao produtor. No Brasil, 0 género Aspergillus encontra-se amplamente
disseminado e o controle deste fungo é dificil devido a sua capacidade de sobreviver
saprofiticamente. Neste contexto, o controle biolégico deste micro-organismo pode
ser uma estratégia promissora como componente do manejo integrado.

Baker e Cook (1974) definem controle bioldgico como a "redugdo da
densidade de inoculo ou das atividades determinantes da doencga provocada por um
patdgeno ou parasita nos seus estados de atividade ou dorméncia, por um ou mais
organismos, realizado naturalmente ou por meio da manipulacdo do ambiente,
hospedeiro ou antagonista, ou pela introducdo em massa de um ou mais
antagonistas”. Esta mesma definicao foi simplificada pelos autores em 1983, ficando:
"Controle Bioldgico é a reducdo da soma de in6culo ou das atividades determinantes
da doenca provocada por um patégeno, realizada por ou por meio de um ou mais
organismos que nao o homem" (COOK; BACKER, 1983).

Na abordagem de controle biolégico, doenca € mais do que uma intima
interacéo do patdégeno com o hospedeiro, influenciada pelo ambiente. E o resultado
de uma interacdo entre hospedeiro, patdgeno e uma variedade de ndo patdgenos
gue também repousam no sitio de infeccdo e que apresentam potencial para limitar
ou aumentar a atividade do patégeno, ou a resisténcia do hospedeiro. Portanto,
patégeno, hospedeiro e antagonistas, interagindo num sistema biol6gico, sdo os
fatores componentes do controle biolégico (BACKER; COOK, 1974).

O controle bioldgico do indculo do patégeno envolve a destruicdo do indculo
ou a prevencao de sua formacéo. A protecédo biolégica da superficie da planta ocorre
sobre a planta e agrupa a maior parte dos sucessos recentes do controle biolégico
pela introducdo massal de antagonistas. A inducdo de resisténcia ocorre por
mecanismos internos da planta, que favorecem o controle de patogenos (PEREIRA
et al., 2007).



O controle biolégico visa manter, por meio de certas praticas, um equilibrio no
agroecossistema, de modo que o hospedeiro, na presenca do patégeno, nao sofra
danos significativos, em funcdo da acdo controladora dos organismos nao
patogénicos do sistema (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Para que um antagonista seja bem sucedido € preciso que ele tenha
capacidade de se multiplicar e colonizar a superficie da planta, podendo este atuar
por meio de um ou mais mecanismos como a antibiose, competicao,
micoparasitismo e inducéo de resisténcia a planta (BETTIOL; GHINI, 1995).

A antibiose é definida como a interagdo entre organismos na qual um ou mais
metabdlitos antibidticos, volateis ou ndo-volateis, sdo produzidos e secretados pelo
fungo antagonista, tendo efeito danoso ao fungo patogénico. A capacidade para
produzir tais substancias e o seu efeito fungicida pode variar entre espécies e entre
isolados da mesma espécie (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Competicdo € referente a interacdo entre dois ou mais organismos
empenhados numa mesma ac¢do ou substrato, disputando recursos tais como
espaco, nutrientes, agua e luz (HARMAN, 2004).

O micoparasitismo refere-se a situagdo em que O micro-organismo
antagonista vive sobre ou dentro do fungo hospedeiro, alimentando-se e
desenvolvendo-se as expensas deste (HARMAN, 2004).

A inducdao de resisténcia é definida como o mecanismo em gue a resisténcia a
um agente patogénico é sistemicamente induzida por uma infec¢do localizada ou
tratamento com produtos microbianos e compostos organicos ou inorganicos de
natureza estrutural ndo relacionada. Durante a interacdo patdgeno-hospedeiro,
ocorrem uma série de eventos bioquimicos que levam a ativacdo de mecanismos de
defesa por parte da planta, resultando na producdo de compostos que podem ser
toxicos ao fitopatdgeno ou apenas restringir o seu desenvolvimento (WROBEL-
KWIATKOWSKA et al., 2004).

O género Trichoderma

O potencial de Trichoderma spp. como agente de biocontrole € conhecido ha
mais de 60 anos, e muitos isolados sdo simbiontes de plantas e atuam no controle
de fitopatdbgenos (BROTMAN et al.,, 2010). As espécies do género Trichoderma

estdo entre 0os antagonistas mais estudados, pois sdo encontradas naturalmente em



quase todos os tipos de solo e agem contra fitopatbgenos por diferentes
mecanismos de acdo como antibiose, micoparasitismo, produgdo de enzimas
degradadoras de parede celular, competicdo por nutrientes e substrato, promocao
do crescimento de plantas e inducéo de resisténcia contra diversos patdégenos, com
efeitos benéficos para as plantas, modificando as condi¢des ambientais e inativando
as enzimas do patdgeno (VINALE et al., 2008; PERAZZOLLI et al., 2008; SHORESH
et al., 2005; VITERBO et al., 2005; BENITEZ et al, 2004; HARMAN et al., 2004).

Trichoderma é um fungo anamorfico frequentemente isolado de solos a
diferentes temperaturas e, em solos tropicais, pode-se encontrar de 10 a 10°
Unidades Formadoras de Colbnias (UFCs) por grama de solo (HARMAN et al.,
2004).

Linhagens de Trichoderma podem atuar por meio de um ou pela acao
combinada de varios mecanismos envolvidos no controle de patégenos de plantas.
O conhecimento de tais mecanismos é de fundamental importancia para o emprego
de métodos racionais de biocontrole e, principalmente, para aumentar a vantagem
competitiva no ambiente. Espécies de Trichoderma sédo capazes de secretar
metabdlitos secundarios téxicos a fitopatdégenos, sendo que essa caracteristica é
variavel, dependendo da linhagem (HOWELL, 2003).

O acumulo de informacfes quanto a capacidade antagbnica e habilidade de
colonizacéo e proliferacdo em diferentes habitats, associado a sistemas de producao
massal, formulacdo e aplicacdo eficientes, tem levado ao desenvolvimento de
produtos estaveis a base de Trichoderma, especialmente T. harzianum (LIMA,
2002).

Esse hiperparasita € um fungo mitospérico que tem a fase sexuada no
Phylum Ascomycota, Classe Euasmycetes, Ordem Hypocreales, Familia
Hypocreaceae, género Hypocrea (MONTE, 2001), sendo as espécies T. harzianum,
T. virens, e T. viride as mais utilizadas como agentes de controle biolégico de
fitopatdgenos (HERMOSA et al, 2000).

Desde o trabalho realizado por Weindling e Fawcett (1936), no controle de
Rhizoctonia solani em citros, diversas linhagens de Trichoderma tem sido reportadas
como sendo eficientes no controle de doencgas de plantas causadas por fungos (AIT-
LAHSEN et al., 2001).

O sucesso do Trichoderma € devido a sua alta capacidade reprodutiva,

habilidade de sobreviver sob condicdes desfavoraveis, eficiéncia na utilizacdo de
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nutrientes, capacidade de modificar a rizosfera, alta agressividade contra fungos
fitopatogénicos, e eficiéncia em promover o crescimento (BENITEZ et al., 2004),
além de estimulo a mecanismos de defesa da planta (YEDIDIA et al, 2001; DE
MEYER et al., 1998).

O uso de Trichoderma tem sido efetivo contra patégenos radiculares como:
nematoide da raiz Meloidogine javanica (SHARON et al., 2001), Pythium (LIU et al.,
2009), Rhizoctonia (CUNDOM et al., 2003), Phytophthora (EZZIYYANI et al., 2007) e
patbgenos da parte aérea, como Venturia spp., e Botrytis (LISBOA et al., 2007;
HJELJORD et al., 2001; MONACO et al., 2009), Moniliophthora perniciosa, agente
causal da vassoura-de-bruxa do cacau (SANOGO et al., 2002), dentre outros.

Também sao utilizados no controle de fitopatbgenos de produtos de pos-
colheita, como tubérculos (OKIBO; IKEDIUGWU, 2000), frutos (BATTA, 2004) e na
protecdo de sementes (MUTHUKUMAR et al., 2010). No controle de diversas
doencas de plantas pode-se usar somente uma espécie de Trichoderma como, por
exemplo, Trichoderma harzianum, ou em combinacdo com outras espécies do
mesmo género (OZBAY; NEWMAN, 2004).

Sa (2009), realizou o primeiro trabalho com controle bioldégico da podriddo
vermelha do sisal, identificando em laboratorio, isolados de Trichoderma com
potencial para controle de A. niger.

Os métodos de producdo massal de Trichoderma podem ser artesanais,
realizados pelos proprios agricultores, ou industriais, com mais tecnologia e
complexidade e, talvez com uma maior produtividade, como por exemplo, no uso do
método de encapsulacao (MAFIA et al., 2003). O género Trichoderma, apesar das
dificuldades em sua classificacdo, € um fungo de facil cultivo e de manutencdo. A
producdo tem sido realizada, tanto em meio solido utilizando arroz parboilizado
(GAVA; MENEZES, 2012) como em meio liqguido (SANTORO et al., 2005). H&a
perspectivas de aumento da sua eficiéncia de cultivo em meio liquido, o que podera
elevar a capacidade de producao desse fungo, bem como da diminuicdo de custos
(SANTORO et al., 2005). Outro aspecto importante se relaciona ao aumento da vida
atil dos biofungicidas, com a secagem dos conidios. Ha necessidade de realizar a
separacdo dos conidios do substrato e realizar a extracdo de agua, fazendo com
que os conidios permanecam com 5 a 10% de umidade, aumentando assim o tempo
de prateleira (MAFIA et al., 2003).
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No Brasil, existem produtos a base de Trichoderma spp. disponiveis no
mercado. Os mais conhecidos e comercializados no Brasil sdo Trichodermil, contra
vérios fungos de solo; Biotrich, com acdo preventiva contra os géneros Rhizoctonia,
Sclerotina, Fusarium, Phytium, Phomopsis e Rosilinia; Biomix, utilizado para o
controle de Oidio, Uncinula necator, em videira; Trichonat EF e Trichonat PM, contra
Botritys, Phytophthora, Verticilium, Colleotrotrichum, Armillaria, Rhizopus,
Moniliophthora; Tricovab, controla Moniliophthora perniciosa, agente etiolégico da

vassoura-de-bruxa em cacau (LUCON, 2008).

As actinobactérias

A busca por micro-organismos benéficos, agentes de controle biolégico, como
alternativa para aumentar a produtividade de plantas e melhorar o seu estado
fitossanitario, vem sendo um dos principais objetivos da pesquisa agricola nas
Gltimas décadas. Dentre estes micro-organismos, as actinobactérias (procariotas
gram-positivos) apresentam grande potencial (CARRER FILHO et al., 2009)

Actinobactérias sao bactérias Gram-positivas filamentosas. A maioria desse
grupo é saprofitica e encontra-se amplamente distribuida no solo (GENILLOUD et
al., 2011). Actinobactérias sdo conhecidas pela sua capacidade de produzir uma
grande variedade de enzimas extracelulares e antibidticos, e colonizar plantas
(BARAKATE et al., 2002). Possuem aspectos morfoldgicos e de ciclo celular
diferenciados dos demais organismos Gram-positivos. Podem ser aerdébios,
microaerdfilos ou anaerébios (LACAZ et. al., 2002). Mais recentemente, sdo
classificadas dentro do Filo e da classe Actinobacteria, a qual compreende seis
ordens, 39 familias, 139 géneros e centenas de espécies. As actinobactérias
compartiiham duas caracteristicas: todas sao Gram-positivas e apresentam alta
razdo de guanina/citosina em seu DNA, podendo exceder 70% do total de bases
nucleotidicas, variando de 51% em Corynebacteria e mais de 70% em Streptomyces
e Frankia. Uma excec¢ao a isso € o genoma do patégeno Tropheryma whipplei, com
menos de 50% de Guanina+Citosina em seu DNA (BRENNER et al., 2004).

As actinobactérias produzem elementos filamentosos em forma de micélio,
semelhantes a hifas fangicas (OLMOS et al., 2013). Em algumas espécies,
reproduzem-se pela formagéo de esporos, esporangidésporos ou conidiésporos. Os

esporos constituem a principal forma de multiplicacdo e sdo produzidos em grande
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namero, cada esporo com potencial de germinagdo e crescimento, levando ao
surgimento de um novo organismo. Embora ndo sejam resistentes ao calor, os
conidiésporos e 0s esporangiosporos sao resistentes as dessecacdes e podem
auxiliar na sobrevivéncia das espécies durante a estiagem. Em outras espécies,
como Nocardia, a reproducdo ocorre por meio da fragmentacdo, em que as hifas
fragmentam-se em muitas células baciliformes e cocoides, cada uma capaz de
formar um novo micélio (VENTURA et.al., 2007).

As actinobactérias colonizam muito bem o solo por meio do desenvolvimento
de hifas. S&o importantes na comunidade rizosférica, regido fortemente influenciada
pelas raizes que contém uma grande diversidade de micro-organismos do solo
(LAUBER et al.,, 2009), sendo capazes de influenciar no desenvolvimento das
plantas e proteger as raizes contra os agentes patogénicos.

Durante o processo de compostagem, as actinobactérias, principalmente as
pertencentes ao género Streptomyces, compdem importante grupo de bactérias do
solo, que atuam na degradacdo de moléculas complexas, especialmente celulose,
lignocelulose, xilana e lignina, presentes em abundancia na biomassa vegetal (DING
et al., 2004; PETROSYAN et al., 2003). Além da atuacdo na decomposicdo da
matéria organica, esses micro-organismos possuem grande potencial como agentes
de controle bioldgico de fitopatbgenos (HOSTER et al., 2005), devido a producéo de
antibioticos, sideréforos e enzimas com acdo antimicrobiana, favorecendo também o
crescimento das plantas (NASSAR et al.,, 2003), por meio da producdo de
fitormbnios, sendo reconhecidos como PGPR (rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas) (MERZAEVA; SHIROKIKH 2006).

Como as actinobactérias produzem compostos bioativos importantes de alto
valor comercial, este grupo de micro-organismos vem sendo examinado
rotineiramente para novas substancias bioativas. Cerca de 61% de todos os
metabolitos microbianos bioativos foram isolados a partir de actinobactérias
(MONCHEVA et al., 2002). Dos antibidticos mais comuns produzidos por micro-
organismos do solo, cerca de dois tercos pertencem ao género Streptomyces, tais
como, aminoglicésidos, antraciclinas, cloranfenicol, b-lactamicos, macroélidos e
tetraciclinas, entre outros (LEE; HWANG, 2002; DUFOSSE, 2009).

A produgdo de grande numero de compostos anti-microbianos por

Streptomyces spp. antagonicos a fungos patogénicos estdo bem documentados,
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mas poucas espécies tém sido implicados no controle biolégico de doencas de
plantas (BERDY, 2005; BRESSAN, 2003).

Varias espécies de Streptomyces foram isoladas e usadas para controlar
patbgenos de plantas, tais como Sclerotinia sclerotiorum que causa podriddo no
girassol (BANIASADI et al., 2009), Rhizoctonia solani e Sclerotinia rolfsii que causam
o tombamento na beterraba acucareira (SADEGHI et al., 2006; ERRAKHI et al.,
2007) e Pyricularia oryzae e R. solani que causam a brusone e a queima da bainha
em arroz (PRABAVATHY et al., 2006); Rhizoctonia solani e Pseudomonas
solanacearum em tomate (PATIL et al., 2011; LEMESSA; ZELLER, 2007), Fusarium
oxysporum em trigo, e de Colletotrichum musae, agente da antrachose em banana
(TAECHOWISAN et al., 2003). S. rochei controla a podriddo radicular de pimenta
causada por Phytopthora (EZZIYYANI et al., 2007); S. griseoviridis controla a
podriddo radicular e murcha de tomate causada por Fusarium (MINUTO et al., 2006);
S. hygroscopicus age sobre Colletotrichum gloeosprioides, agente causal da
antracnose de varias culturas (PRAPAGDEE et al., 2008).

Alguns trabalhos demonstram a capacidade de Streptomyces spp. em
produzir enzimas extracelulares como endoglucanases, o que pode estar
relacionado a degradacdo da parede celular de fitopatbgenos como Phytophthora
cinnamomi, Phytophthora fragariae, Ralstonia solanacearum, Rhizoctonia solani,
Fusarium moniliforme, Sclerotium rolfsii (BOUKAEW et al., 2011; LEMESSA;
ZELLER, 2007; MELANDER et al., 2006).

A eficdcia dos antagonistas de actinobactérias no controle biologico foi
demonstrado contra fungos patogénicos as plantas. Muitas actinobactérias podem
controlar fungos fitopatogénicos por diversos mecanismos, tais como
hiperparasitismo, antibiose, enzimas degradantes da parede celular, (EL-TARABILY;
SIVASITHAMPARAM, 2005) e inducao de resisténcia em plantas (HASSANIN et al.,
2007).

Trabalhos sobre a acdo de controle biologico por actinobactérias endofiticas
sao relativamente poucos e incluem a supressao de Fusarium oxysporum (CAO et
al., 2005), F. pseudograminearum (FRANCO et al.,, 2007), Verticilium dahliae
(KRECHEL et al., 2002), Rhizoctonia solani (CAO et al.,, 2004; COOMBS et al.,
2004), Plectosporium tabacinum (EL-TARABILY, 2003), Gauemannomyces graminis
var. tritici (FRANCO et al., 2007; COOMBS et al., 2004) e Pythium spp. (EL-
TARABILY et al., 2009; FRANCO et al., 2007).
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A associacdo de actinobactérias com plantas confere muitas vantagens as
plantas hospedeiras, tais como a producédo de fito-hormonios e sideréforos, a fixagdo
de nitrogénio e a protecdo contra agentes patogénicos de plantas por meio da
producao de antibiéticos ou enzimas extracelulares (BAILEY et al., 2006).

O efeito supressivo de micro-organismos agentes de biocontrole é muito
afetado pelas condigbes ambientais. Assim, o uso combinado de diferentes
microrganismos no controle bioldgico pode torna-los mais eficientes, permitindo
melhores resultados em campo (GUETSKY et al., 2001).

Isolados de Trichoderma spp. obtidos do solo e actinobactérias do residuo do
sisal e do solo, preservados na colecdo de culturas de micro-organismos do
Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia Agricola da UFRB tém demonstrado
efeito antagonico a A. niger. Assim, a combinacdo desses organismos em um
in6culo poderda melhorar o potencial de biocontrole da doenca em mudas e no
campo. Este trabalho teve como objetivo avaliar isolados de Trichoderma spp. e
actinobactérias, isoladamente e combinados, no controle da podriddo vermelha do
sisal.

No primeiro capitulo foi avaliado o efeito dos isolados de Trichoderma no
controle de A. niger em experimentos realizados em laboratorio, sobre segmentos de
caule de sisal. Também se avaliou o efeito supressivo de isolados de Trichoderma
em diferentes solos com e sem o residuo de sisal e testou-se uma formulacdo de
Trichoderma com adicdo de protetor solar. Além dos ensaios em laboratorio,
realizou-se a avaliacao in vivo do potencial dos isolados de Trichoderma no controle
da podriddo vermelha em mudas de sisal, no campo, em dois municipios da regiao
sisaleira. Adicionalmente, foi avaliada a sobrevivéncia desses micro-organismos em
diferentes solos da regido sisaleira e testada a possivel utilizacdo do residuo de sisal
como substrato para producédo de inéculo desses micro-organismos.

No segundo capitulo avaliou-se o efeito de isolados de actinobactérias no
controle de A. niger, em experimentos realizados em culturas in vitro de A. niger e
em segmentos de caule de sisal, em condi¢cfes de laboratorio. Também foi avaliado
o efeito supressivo das actinobactérias em diferentes solos com e sem o residuo de
sisal e testou-se a possibilidade de multiplicagcdo das actinobactérias no residuo de
sisal. Aléem dos ensaios em laboratério, realizou-se a avaliac&o in vivo do potencial
das actinobactérias no controle da podriddo vermelha em mudas de sisal no campo,

em dois municipios da regido sisaleira.
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No terceiro capitulo avaliou-se o efeito de isolados de Trichoderma
formulados e actinobactérias na supressédo de A. niger em diferentes solos com e
sem o residuo de sisal e se as misturas entre formulacdes de Trichoderma, a
combinacdo de Trichoderma com actinobactérias e a combinagdo de isolados de

actinobactérias potencializam o efeito de biocontrole da podriddo vermelha do sisal.
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BIOCONTROLE DA PODRIDAO VERMELHA DO SISAL COM Trichoderma spp.

Autores: Jefferson Oliveira de Sa; Ana Cristina Fermino Soares; Rafael Mota da

Silva; Caroline Lopes Damasceno, Ricardo Harakava

RESUMO: A cultura do sisal (Agave sisalana Perrine) tem grande importancia para a
regido semiarida nordestina. Entretanto, a podriddo vermelha do sisal causada por
Aspergillus niger tem causado perdas consideraveis a cultura, sendo o controle
biolégico com Trichoderma spp. uma alternativa. O objetivo do trabalho foi avaliar
isolados de Trichoderma spp. no controle da podriddo vermelha do sisal em dois
municipios; sua sobrevivéncia em diferentes solos e a utilizacdo do residuo de sisal,
do desfibramento das folhas, e arroz como substrato para producao e formulacéo de
in6bculo com protetor solar. Foram avaliados 55 isolados de Trichoderma,
identificados em sete espécies: T. longibrachiatum; T. saturnisporum; T. erinacium;
T. virens; T. harzianum e duas espécies proximas a T. atroviride e a T. viride. Foi
observado antagonismo entre Trichoderma e A. niger. Trichoderma viride (isolado
TCS09), T. virens (isolados TCS28, TCS39, TCS43) e T. harzianum (isolado TCS35)
promoveram o control da podriddo vermelha do sisal em mudas inoculadas nas
condicbes de Conceicdo do Coité-BA, com reducbes na incidéncia de 70%, 80%,
80%, 70% e 80%, respectivamente. Em Ouroléandia-Ba, T. harzianum (isolados
TCS76, TCS45, TCS30, TCS06, TCS42 e TCS10), T. longibrachiatum (isolado
TCS15), T. erinaceum (isolados TCS19, TCS73, TCS75) e T. viride (isolado TCS14)
controlaram a podriddo vermelha do sisal, com redu¢des na incidéncia de 87,5%,
25%, 37,5%, 37,5%, 62,5%, 37,5%, 50%, 62,5%, 50%, 62,5%, 25%,
respectivamente. Trichoderma spp. ndo reduziu a populacdo de A. niger em dois
tipos de solo da regido sisaleira e ndo multiplicaram bem no residuo de sisal. O arroz
foi o melhor substrato para preparo de inoculo de Trichoderma. A formulacdo com
protetor solar ndo foi eficiente, sendo o residuo de sisal prejudicial ao
desenvolvimento de Trichoderma, havendo efeito do protetor solar por apenas uma

hora.

Palavras-chave: Aspergillus niger; Agave sisalana; formulacdes.
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BIOCONTROL OF SISAL STEM RED ROD DISEASE WITH Trichoderma spp.

Author: Jefferson Oliveira de S&a; Ana Cristina Fermino Soares; Rafael Mota da

Silva; Caroline Lopes Damasceno; Ricardo Harakava

ABSTRACT: Sisal (Agave sisalana Perrine) is an important crop for the semiarid
region of the Northeastern region of Brazil. However, sisal stem red rot disease
caused by Aspergillus niger has brought considerable losses to this crop. Biological
control with Trichoderma can be an alternative for control of this disease. This work
aimed to evaluate Trichoderma isolates for control of sisal red rot disease in two
municipalities in Bahia State, to evaluate its survival in different soils and the use of
sisal residue from leaf decortication, and use of rice, for production and formulation of
Trichoderma inoculum with chemical protection for solar radiation. A total of 55
Trichoderma isolates were identified as belonging to seven species: T.
longibrachiatum; T. saturnisporum; T. erinacium; T. virens; T. harzianum, two species
close to T. atroviride, and one specie close to T. viride. Antagonism between
Trichoderma and A. niger was observed. Trichoderma viride (isolate TCS09), T.
virens (isolates TCS28, TCS39, and TCS43), and T. harzianum (isolate TCS35)
promoted control of sisal stem red rot disease in plants inoculated in the
environmental conditions of Conceicdo do Coité-BA, with reductions of in disease
incidence of 70%, 80%, 80%, 70%, and 80%, respectively. In Ourolandia, Bahia, T.
harzianum (isolates TCS76, TCS45, TCS30, TCS06, TCS42, and TCS10), T.
longibrachiatum (isolate TCS15), T. erinaceum (isolates TCS19, TCS73, and
TCS75), and T. viride (isolate TCS14) promoted control of sisal stem red rot disease,
with reductions in disease incidence of 87.5%, 25%, 37.5%, 37.5%, 62.5%, 37.5%,
50%, 62.5%, 50%, 62.5%, and 25%, respectively. Trichoderma did not cause a
reduction in population of A. niger in two soils from sisal fields and did not grow well
on sisal residue. Rice was the best growth substrate for production of Trichoderma
inoculum. The formulation with chemical solar protection was not efficient, and gave

protection for only one hour. Sisal residuo inhibited Trichoderma growth.

Keywords: A. niger; Agave sisalana; biological control.
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INTRODUCAO

O cultivo de sisal representa um importante segmento econdémico para o
Nordeste, pois constitui fonte de renda e emprego em regides do semiarido, nas
quais o clima limita as alternativas agricolas. O agronegécio do sisal envolve mais
de 800 mil pessoas nos estados da Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte,
permitindo a fixacdo do homem no campo e evitando o éxodo rural (CNA, 2010).

O Brasil € o maior produtor de sisal do mundo, cuja receita proveniente da
exportacdo de fibras ja foi superior a US$ 100 milhdes. A Bahia é o principal Estado
produtor de sisal no Brasil, contribuindo com 88,1% da produgé&o nacional de fibras.
A area explorada com sisal ja alcancou 300 mil hectares, caiu para 160 mil em 1996
e, atualmente, ndo ultrapassa 143,5 mil hectares, concentrando-se nos municipios
de Campo Formoso, Santa Luz, Concei¢ao do Coité, Ourolandia, Valente, Jacobina
e Queimadas (IDR, 2010).

A cultura do sisal continua sofrendo o declinio em sua producéo e varios
fatores tém contribuido para esta decadéncia, dentre 0os quais, a podriddo vermelha
do sisal, doenca que tem ameacado a sustentabilidade desta cultura no Brasil
(ABREU, 2010; COUTINHO et al, 2006).

A podriddo vermelha do sisal é causada por Aspergillus niger, um fungo
mitosporico e sapréfita, comumente encontrado no solo (SILVA, 2012a; SILVA,
2012b; MORAES et al., 1997). Esta patologia é caracterizada pelo amarelecimento e
murcha das folhas, descoloracdo avermelhada dos tecidos internos e podriddao do
caule, causando a morte da planta (SA, 2009).

Devido a importancia econémica e social da fibra de sisal, o desenvolvimento
de métodos de controle da podriddo vermelha faz-se imprescindivel para o manejo e
expansao desta cultura. Entretanto, ndo existem registros de produtos quimicos ou
de outros métodos de controle para esta doenca, além das patologias relacionadas a
fungos veiculados ao solo, a exemplo da podriddo vermelha, serem de dificil
controle. Apesar da dificuldade de controle de patégenos veiculados pelo solo,
existem varios relatos de sucesso com o controle biolégico (HOOPEN et al., 2012;
CORDIER et al., 2010; JOHN et al., 2010). Além disso o controle biolégico € menos
danoso para o meio ambiente (BETTIOL; MORANDI, 2009).
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Dentre os micro-organismos antagonicos, destacam-se os fungos do género
Trichoderma, que tém sido relatados em trabalhos sobre o controle de diversas
doencas e experiéncias praticas (EZZIYYANI et al, 2007; LISBOA et al., 2007;
BEZERRA et al., 2003).

O fungo Trichoderma é um agente de controle biologico por ser antagonista a
vérios fungos fitopatogénicos, podendo exercer o controle indiretamente, competindo
por espaco e nutrientes, modificando as condicbes ambientais, produzindo
antibioticos, inativando as enzimas do patdgeno ou, diretamente, mediante o
micoparasitismo (BENITEZ et al., 2004).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar isolados de Trichoderma
obtidos de regides produtoras de sisal, no controle da podriddo vermelha do sisal.
Adicionalmente, foi avaliada a sobrevivéncia desses micro-organismos nas
diferentes condi¢cdes edafoclimaticas da regido e a utilizacdo do residuo de sisal

como substrato para producao e formulacao de indculo de Trichoderma.

MATERIAL E METODOS

Obtencéao de isolados de Trichoderma

Os isolados de Trichoderma spp. foram obtidos a partir de amostras compostas
de solo de areas com plantio de sisal dos municipios da regido sisaleira da Bahia
(Araci, Barrocas, Campo Formoso, Concei¢cdo do Coité, Jacobina, Miguel Calmon,
Ourolandia, Retirolandia e Valente), coletadas na regido préoxima as raizes de
plantas de sisal (Tabela 1). O isolamento foi feito pela técnica da diluicdo seriada e
plagueamento em meio BDA (batata, dextrose e agar), diluido para 20% e com 1 mL
L' de Tormicina. As culturas puras dos isolados foram identificadas (Tabela 1),
conservadas a temperatura ambiente em frascos de vidro esterilizados, contendo
quatro mL de agua destilada e esterilizada, identificados e fechados

hermeticamente.
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Tabela 1. Isolados de Trichoderma spp. obtidos de
amostras de solo de diferentes localidades de municipios
da regido sisaleira, na Bahia.

Municipios na Bahia  Codificacédo dos isolados

Araci TCS30 a TCS35
Barrocas TCS46

Campo Formoso TCS01 a TCS29
Conceicéo do Coité TCS45

Jacobina TCS73aTCS75

Miguel Calmon TCS78; TCS79
Ourolandia TCS70a TCS72
Retirolandia TCS36 a TCS44; TCS77
Valente TCS76

Total 55 isolados

Identificagad molecular dos isolados de Trichoderma

Os isolados de Trichoderma foram identificados em nivel de espécie por meio
de sequenciamento do DNA e comparacdo das sequencias, conforme descrito a
seguir. Para extracdo do DNA, os isolados de Trichoderma foram cultivados em meio
liguido batata-dextrose (BD), a temperatura de 28 °C por trés dias. Apos os trés dias
de incubacdo, o micélio foi transferido para tubos do tipo Eppendorf, com
capacidade para 2 mL, sendo em seguida liofilizado, por um periodo de 24 horas e
armazenado a -20 °C. Posteriormente, cerca de 150 mg do micélio liofilizado foram
macerados em nitrogénio liquido e o DNA foi extraido por meio de um protocolo
padrdo conforme método CTAB descrito por Doyle e Doyle (1987).

A reacao em cadeia pela polimerase (PCR) para a amplificacdo da regido ITS
do rDNA foi realizada com os oligonucleotideos iniciadores ITS1 (5 -
TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3') e ITS4 (5 — TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3')
(tamanho do produto de aproximadamente 570 pb) (WHITE et al.,, 1990). O
fragmento do gene codificador do fator de elongacéo (EF) foi amplificado com o par
de primers tef71F (5° — CAAAATGGGTAAGGAGGASAAGAC — 3’) e tef997R (5 —
CAGTACCGGCRGCRATRATSAG — 3’) (tamanho do produto de aproximadamente
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930 pb) (SHOUKOUHI; BISSETT, 2008). As reacOes foram efetuadas em
termociclador PTC100 (MJ Research) seguindo a seguinte programacao:
desnaturacao inicial a 94 °C/2 min, 40 ciclos de 94 °C/30 s — 54 °C/30 s — 72 °C/60
s, extensdo final a 72 °C/4 min. Os produtos de PCR foram purificados por
precipitacdo com polietilenoglicol, segundo protocolo descrito por Schmitz e Riesner
(2006).

O sequenciamento foi realizado pelo método de terminacdo de cadeia com o
reagente BigDye 3.1 (Applied Biosystems) e sequenciador automético ABI3500
(Applied Biosystems).

O programa BLAST (ALTSCHUL et al.,, 1997) foi usado para comparar as
sequéncias de cada isolado com aquelas encontradas no banco de dados publico
TrichOKEY, disponiveis em International Subcommission on Trichoderma and
Hypocrea Taxonomy (2011), que permitem realizar a identificacdo molecular de
fungos do género Trichoderma, por meio da comparacdo com sequéncias de
espécies “vouchers” (NAGY et al., 2007; DRUZHININA et al., 2005; KOPCHINSKIY
et al., 2005;), baseado no reconhecimento de trechos da sequéncia, caracteristicos
de cada espécie de Trichoderma. As arvores filogenéticas foram construidas por

meio do programa MEGAS5.

Selecdo de isolados de Trichoderma para o controle de A. niger, em

segmentos de caule de sisal

Foram avaliados 45 isolados de Trichoderma da regido semiarida da Bahia
(TCSO01 a TCS45). Para a selec¢édo in vitro desses isolados quanto ao antagonismo a
A. niger, segmentos do tecido interno de caule de sisal, em forma de discos de 17
mm de didmetro x 0,5 cm de altura, foram cortados, lavados e desinfestados em
alcool 70% e hipoclorito de sddio 1%, ambos por cinco minutos, seguido de trés
lavagens com agua destilada e esterilizada. Posteriormente, os segmentos do caule
foram transferidos para copos de plastico descartaveis, com capacidade para 100
mL, contendo no fundo, uma fina camada de papel toalha esterilizado.

Esses segmentos de caule foram inoculados na superficie por meio da
aplicacdo de 1 mL de suspenséo de esporos de Trichoderma na concentracao de
107 conidios mL™ e, apds o periodo de 48 horas, foi aplicado 1 mL de suspenséo de

esporos de A. niger na mesma concentragdo. O controle negativo consistiu apenas
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da aplicacéo de A. niger. Além disso, foi utilizado um controle positivo composto por
segmentos de caule ndo inoculados, com o propoésito de verificar a eficiéncia do
processo de desinfestacdo dos discos de caule. O material foi incubado a duas
temperaturas, 30+2 e 40+2 °C, por um periodo de cinco dias. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial com 45 isolados x 2
temperaturas, e quatro repeticoes.

Apoés a incubacdo por cinco dias, os segmentos de caule foram transferidos
para frascos de Erlenmeyer com capacidade de 50 mL, contendo 20 mL de solucéo
salina (0,85 % NaCl), com 100 pL de Tween20®, agitando-se durante 1 minuto para
obtencdo da suspensao dos esporos presentes no segmento de caule. Em seguida,
fez-se a avaliacdo da concentracdo de esporos de A. niger nessa suspensao, com
auxilio de camara de Neubauer e microscépio 6tico com aumento de 100 vezes,
sendo calculada a concentragédo de esporos no volume total de 20 mL da solucdo

salina com Tween20®.

Selecdo in vivo de isolados de Trichoderma nas condi¢cdes da regido semiarida

da Bahia, produtora de sisal.

Mudas de sisal do tipo rebento, com aproximadamente 20 cm de altura, foram
colhidas no campo e conduzidas para area experimental nos municipios de
Conceicdo do Coité e Ourolandia, onde foram transplantadas para sacos de
polietileno preto contendo 2 L de solo coletado da camada aravel (0-20 cm) da &rea
de producao de sisal. As mudas de sisal foram mantidas em area aberta, no campo,
sendo irrigadas periodicamente. Apds 60 dias de transplantio foram feitos ferimentos
padronizados nas mudas (quatro perfuracdes equidistantes, com 2 cm de
profundidade e 1 mm de diametro), com auxilio de agulha, e foi aplicado nos
ferimentos do caule, 1 mL de suspensdo de esporos de Trichoderma, com auxilio
de uma pipeta automatica, exceto nas mudas do controle negativo, no qual foi
colocado somente 4gua potavel.

Para a obtencéo da suspenséo de esporos, discos de cultura de Trichoderma
foram transferidos para frascos de Erlenmeyer contendo 70 g de arroz parbolizado
umedecido em agua destilada e autoclavado por 55 minutos, conforme descrito por
Soares et al., (2007). As culturas no arroz foram incubadas durante 20 dias a

temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacéo, foram adicionados100 mL de
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agua potavel aos frascos de Erlenmeyer, contendo a cultura de Trichoderma em
arroz, agitados os frascos e removida a suspensao de esporos de Trichoderma. A
concentracdo da suspensdo de esporos foi aferida em camara de Neubauer, com
auxilio de microscopio o6tico, com aumento de 40 vezes, e ajustada para
concentracéo de 10° conidios mL™, mediante diluicdes com agua esterilizada.

Apoés 24 horas da inoculacdo das mudas de sisal com Trichoderma, estas
foram inoculadas com A. niger, fazendo-se novas les6es no caule, proximas as
lesbes anteriores, e aplicando-se 1 mL da suspensdo de esporos na concentracao
de 107 esporos mL™, exceto no controle positivo que recebeu somente agua.

Os tratamentos consistiram de 42 isolados de Trichoderma (isolados que
esporularam no arroz utilizado para preparo do indculo), e um controle positivo
(apenas lesdo e agua) e um controle negativo inoculado apenas com A. niger. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 10 repetigdes.

A severidade dos sintomas da doenca foi avaliada por meio de corte
transversal da muda e observacdo da presenca de sintomas de podriddo vermelha
no caule, adotando-se a seguinte escala de notas: 0 — Sem sintomas, apenas lesées
mecanicas causadas pela perfuracdo da agulha; 1 — Sintoma inicial, lesdo maior do
gue a causada pela agulha, podriddo na base da folha mais externa; 2 — Sintoma
avancado, podriddo no interior da planta, planta ainda viva; 3 — Planta morta, caule

totalmente destruido (Figura 1).
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Figura 1. Escala descritiva de notas para avaliacdo da severidade da podriddo vermelha do sisal.
(A) 0 — Sem sintomas, apenas lesdes mecéanicas causadas pela perfuracdo da agulha; (B) 1 —
Sintoma inicial, lesdo maior do que a causada pela agulha, podriddo na base da folha mais
externa; (C) 2 — Sintoma avancado, podriddo no interior da planta, planta ainda viva; (D) 3 —
Planta morta, caule totalmente destruido.

Os dados de severidade foram transformados para indice de Severidade da
Doenca, conforme McKinney (1923), sendo calculado pela férmula:

¥(Grau da escala x frequéncia)x100

indice de severidade da doenca = , —
n? total de unidades x grau maximo da escala
Realizou-se a analise de Clusters em funcdo do indice de severidade da
doenca, com base em distancia Euclidiana, utilizando o método de Ward de
agrupamento.
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Avaliagcdo da sobrevivéncia de Trichoderma em dois tipos de solo da regiao
semiérida produtora de sisal da Bahia.

Com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia de Trichoderma spp. em dois solos
da regido sisaleira da Bahia, amostras compostas de dois solos das areas
produtoras de sisal nos municipios de Conceicdo do Coité e Jacobina foram
coletadas proximo as plantas de sisal e acondicionadas em recipientes plasticos
com capacidade para 100 mL. As caracteristicas quimicas e fisicas das amostras de
solo estdo descritas na tabela 2. Como fonte de matéria organica foi utilizado o
residuo de sisal fresco, residuo fresco seco em estufa e residuo coletado no campo,
apos processo natural de decomposicao das pilhas de residuo deixadas no campo.
O residuo é oriundo do desfiboramento das folhas de sisal, coletado em area de
producdo de sisal, logo apds o desfibramento das folhas é coletado nas pilhas de
residuo deixadas no campo por periodo indeterminado. Foi utilizada a propor¢éo de

residuo e solo de 1:3 (V/v).

Tabela 2. Caracteristicas quimicas das amostras de solo coletadas nos municipios
de Jacobina (S1, Argiloso) e Conceicdo do Coité (S2, Médio-arenoso). As anélises
foram realizadas pelo Departamento de Ciéncias do Solo da Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz, USP. Protocolo de andlises segundo Raij et al., (2001).

Macronutrientes

Solos pH MO P K Ca Mg H+Al SB CTC Vv

S1(Argiloso) 6,8 24 13 6,4 128 16 13 150,9 164,3 92
S2(M-arenoso) 5,5 37 7 0,9 45 28 22 73,7 959 77

Micronutrientes

Solos B Cu Fe Mn Zn Na Si
S1(Argiloso) 0,56 0,9 7 28,3 11 4 25,6
S2(M-arenoso) 0,36 0,7 38 15,8 2,96 20 12,1

Unidades: M.O. (g.dm™); P (mg.dm™); K, Ca, Mg, H+Al, SB e T (mmolc.dm™); V %. B; Cu, Fe, Mn, Zn,
Na e Si (mg.dm?). Métodos: pH em CaCl, (acidez ativa) - CaCl, 0,01 molL™; M.O.-
Dicromato/Colorimétrico; Fésforo, Potassio, Célcio e Magnésio - Resina trocadora de ions; H+Al
(acidez potencial) - pH SMP; Boro - agua quente/microondas; Cu, Fe, Mn e Zn - extracdo DTPA - TEA
em pH 7,3; Na - extracdo duplo acido; Si - extracdo CaCl, 0,01mol.L™.

As amostras de solo foram infestadas com suspensdo de esporos de
Trichoderma harzianum, isolado codificado como TCS34, na concentracdo de 10’

esporos mL™ e colocadas em copos de plastico com capacidade para 100 mL, com
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tampa de plastico e incubadas em camara do tipo BOD, a temperatura de 32°C. A
umidade do solo foi mantida a 20%, sendo controlada por meio do peso e reposi¢ao
de agua nos recipientes com o solo. O delineamento experimental foi em blocos
casualizados em esquema fatorial 2 x 4 (dois tipos de solo x solo sem residuo, solo
com residuo de sisal em processo de decomposi¢cdo (mineralizacdo) e seco, solo
com residuo fresco, seco em estufa e solo com residuo fresco), com trés repeticdes.

Sub-amostras de 10g de solo foram retiradas a cada sete dias durante 28 dias
e submetidas a diluicdo seriada e plagueamento em meio seletivo TSM adaptado
(BARAKAT et al., 2006; WILLIAMS et al., 2003; LUCATERO et al., 2004) (0,2 g de
MgS0,4.7H,0; 0,9 g de KH,POy4; 0,15 g de KCI; 1 g de NH4NOg3; 3 g de dextrose;
0,15 g de rosa de bengala; 3 mL de Triton X100; 2mL de Carbendazin (solucéo
estoque 0,05 mL L™)), com incubac&o por 3 dias. Calculou-se o nimero de unidades
formadoras de colénias (UFCs) por grama de solo, e as areas abaixo das curvas
(AAC) geradas foram calculadas pela fomula descrita por Shaner; Finney (1977):
AAC =", =[(Yisg + Yi)/2] X [(Tisy - Ti)]

Onde: n é o nimero de observacdes; Yi é o nimero de UFCs g solo™ na

ésima observacédo; Ti é o tempo em dias na “i"-ésima observacdo. Os dados foram

comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Avaliacdo da multiplicacdo e sobrevivéncia de Trichoderma em residuo de

sisal enriquecido.

Amostras de residuo de sisal oriundo do desfiboramento das folhas foram
coletadas em area de producéo de sisal do municipio de Conceicao do Coité-BA. Os
tratamentos consistiram de amostras de 20 gramas de: composto de residuo de sisal
(20% esterco + 10% farinha de rocha + 70% residuo de sisal); residuo decomposto
de sisal acrescido de 1,8 g de NO4(NO3); residuo decomposto de sisal acrescido de
gliricidia (Gliricidia sepium) e, como controle, amostras de 20g de arroz parboilizado
umedecido e esterilizado e residuo fresco de sisal (Figura 2). As amostras foram
acondicionadas em recipientes plasticos com capacidade para 100 mL e foram
infestadas com 3 mL da suspenséo de esporos de Trichoderma harzianum, isolado
TCS34, na concentracdo de 10’ esporos mL™.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema

fatorial 8 (tratamentos) x 4 (avaliagfes), com trés repeticbes. Os recipientes com as
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amostras foram vedados com tampas plasticas e incubados a temperatura de 32°C,
em incubadora do tipo B.O.D. A umidade foi mantida em 20%, com reposi¢céo

periodica, avaliando-se o peso dos recipientes.

l \ RN ‘ ¢ :‘ ,.r } .
Figura 2. Tratamentos utilizados. (A) Arroz parboilizado umedecido e esterilizado, (B)
Composto de residuo de sisal, (C) Residuo decomposto de sisal acrescido de

NO4(NO3), (D) Residuo decomposto de sisal acrescido de gliricidia e (E) Residuo
fresco de sisal.

Para quantificacdo da populagédo de Trichoderma no residuo, subamostras (1
g) de residuo foram retiradas a cada sete dias por um periodo de 28 dias dos copos
de plastico incubados e foram submetidas a diluicdo seriada e plagueamento em
meio TSM (descrito acima), com incubac¢do por trés dias. Apés incubac¢do, contou-se
o numero de Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs), calculando-se as UFCs por
grama de substrato. Os dados foram analisados pelo teste de comparacdo de
médias de Tukey a 5% de probabilidade.
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Avaliacédo da supressao de Aspergillus niger por isolados de Trichoderma em
solo.

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia de Trichoderma no controle de A. niger
em solo da regido sisaleira da Bahia, foi realizado um experimento com sete
isolados de Trichoderma pré-selecionados (T. viride, isolado TCSO09; T. virens,
isolado TCS28; T. harzianum, isolado TCS34; T. harzianum, isolado TCS 35; T.
harzianum, isolado TCS36; T. virens, isolado TCS39 e T. virens, isolado TCS43)
com base no potencial de biocontrole destes isolados para a podridao vermelha do
sisal.

Amostras de solo argiloso (Tabela 2) provenientes de areas produtoras de
sisal, acrescidas de residuo seco decomposto de sisal foram acondicionadas em
recipientes plasticos com capacidade para 100 mL (60 g de solo por recipiente). As
amostras de solo foram infestadas com a suspensao de esporos de diferentes
isolados de Trichoderma. Os tratamentos consistiram da infestacdo do solo com 3
mL de uma suspens&o de esporos de Trichoderma na concentracéo de 10’ esporos
mL™* de A. niger; A. niger + T. viride — isolado TCS09; A. niger + T. virens — isolados
TCS28, TCS39 e TCS43, A. niger + T. harzianum — isolados TCS34, TCS35 e
TCS36) e o controle (sem infestacdo). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com trés repetices, sete tratamentos e um controle infestado apenas
por A. niger.

As microparcelas constituidas pelo solo infestado com os isolados de
Trichoderma e A. niger e o tratamento controle foram mantidas em camara
incubadora tipo BOD a 32°C, e a umidade do solo ajustada para 20%. Sub-amostras
das microparcelas foram retiradas a cada sete dias e submetidas a diluicdo seriada
e plagueamento em meio TSM adaptado e meio semi-seletivo para A. niger (BDA
salino (6% de NaCl) com Tormicina (1mL L™), ambos com incubac&o por trés dias.
Apés a incubacao, fez-se a contagem das unidades formadoras de colbnias e o

calculo de UFCs por grama de solo umido.
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Elaboracéao e avaliacao de formulagc&o de Trichoderma

Amostras de 10 g de residuo de sisal seco e moido (formando um po) foram
transferidas para copos de plastico com capacidade para 100 mL, sendo em
seguida, adicionados 10% (v/v) da suspensdo de esporos de Trichoderma
harzianum (isolado TCS 34), na concentracéo de 10’ esporos mL™. Os tratamentos
consistiram da formulagcdo com adicdo de protetor solar; formulacdo com adicdo de
protetor solar e 1% de carboximetilcelulose; formulagcdo com adicdo de apenas 1%
de carboximetilcelulose e um controle sem adi¢éo de carboximetilcelulose e protetor
solar. O protetor solar utilizado foi o bloqueador solar fisico (diéxido de silicio e
diéxido de titanio), cuja mistura na proporcdo de 10% de Dioxido de Zinco e 5% de
Dioxido de Titanio, proporciona um fator de protecdo de 30 FPS, conforme
orientacdo de um farmacéutico. Um tratamento consistiu de exposi¢ao direta ao sol,
por meio da colocagcdo dos recipientes plasticos com as formulagcbes em area
aberta, cuja incidéncia solar era constante e sob a temperatura ambiente (28 +2 °C)
e 0 outro tratamento consistiu em manter a formulacdo no ambiente de laboratorio,
sob temperatura ambiente de 25 a 28 °C. O delineamento experimental foi em
esquema fatorial 4 (formulagbes) x 2 (expostos ao sol e mantidos no laboratério a
temperatura ambiente), com trés repeticdes. A avaliagcdo ocorreu com a retirada de
subamostras de 1 g da formulacdo de ambos tratamentos (com exposicédo ao sol e
sem exposicdo ao sol) durante 0, 2, 5 e 8 horas, e quantificagcdo das Unidades
Formadoras de Colbnias por meio da técnica de diluicdo seriada e plaquemaento em

meio TSM adaptado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificagdo molecular dos isolados de Trichoderma

Foram identificadas sete espécies de Trichoderma de amostras de solo da
regido sisaleira da Bahia. As espécies encontradas foram: T. longibrachiatum; T.
saturnisporum; T. erinacium; T. virens; T. harzianum, duas espécies préoximas a T.

atroviride e uma proxima a T. viride (Tabela 3).



40

Tabela 3. Identificacdo molecular dos isolados de Trichoderma estudados por meio
do sequenciamento de duas regides distintas: ITS (internal transcribed spacer), com
570 pb e EF (translation-elongation factor), com 930 pb.

Isolado Identificacdo pelo Trichokey Identificagado pela arvore filogenética
utilizando ITS utilizando EF

TCSO01 T. harzianum
TCS02 T. harzianum T. harzianum
TCS03 T. harzianum T. harzianum
TCS04 T. harzianum T. harzianum
TCSO05 T. harzianum T. harzianum
TCS06 T. harzianum
TCSO07 T. harzianum T. harzianum
TCS08 T. atroviride T. atroviride
TCS09 T. erinaceum proximo a T. viride
TCS10 T. harzianum
TCS11 T. harzianum T. harzianum
TCS12 T. harzianum T. harzianum
TCS13 T. erinaceum proximo a T. atroviride
TCS14 T. erinaceum T. viride
TCS15 T. longibrachiatum/H. orientalis
TCS16 T. virens T. virens
TCS17 T. erinaceum proximo a T. atroviride
TCS18 T. longibrachiatum/H. orientalis T. longibrachiatum
TCS19 T. erinaceum
TCS20 T. harzianum
TCS21 T. erinaceum
TCS22 T. erinaceum
TCS23 T. erinaceum T. viride
TCS24 T. harzianum
TCS25 T. erinaceum T. viride
TCS26 T. harzianum
TCS28 T. virens T. virens
TCS29 T. harzianum
TCS30 T. harzianum T. harzianum
TCS31 T. harzianum T. harzianum
TCS32 T. harzianum
TCS33 T. harzianum
TCS34 T. harzianum
TCS35 T. harzianum
TCS36 T. harzianum
TCS37 T. virens
TCS39 T.virens
TCS40 T. harzianum
TCS41 T. harzianum
TCS42 T. harzianum
TCS43 T. virens

TCS45 T. harzianum
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Isolado Identificacdo pelo Trichokey Identificacdo pela arvore filogenética

utilizando ITS utilizando EF

TCS58 T. harzianum

TCS70 T. konilangbra T. saturnisporum

TCS71 T. harzianum T. harzianum

TCS72 T. konilangbra T. saturnisporum

TCS73 T. erinaceum T. erinaceum

TCS74 T. erinaceum

TCS75 T. erinaceum

TCS76 T. harzianum

TCS77 T. harzianum

TCS78 T. longibrachiatum/H. orientalis T. longibrachiatum

TCS79 T. longibrachiatum/H. orientalis

Para a identificacdo molecular das espécies de Trichoderma, fez-se o
sequenciamento de duas regides distintas: ITS (internal transcribed spacer) e EF
(translation-elongation factor). Os dados do sequenciamento das duas regides sao
complementares, permitindo a separacdo de espécies (CHAVERRY et al., 2004).
Um Uunico gene ndo é considerado suficiente para caracterizar espécies de
Trichoderma e novas espécies, necessitando-se 0 uso de Varios genes, incluindo
actina, calmodulina, endoquitinase e EF (CHAVERRY et al., 2004; LU et al., 2004;
BISSET et al.,, 2003). Embora geralmente a regido ITS é espécie especifica,
identificacbes baseadas em suas seqiéncias devem ser usadas com cuidado, pois
as vezes espécies estreitamente relacionadas ndo podem ser distinguidas com este
gene. Isto deve ser levado em consideracdo por exemplo, para T. viride, sendo que
mais de uma espécie podem partilhar a mesma sequéncia ITS. A regido EF é mais
variavel do que o ITS, sendo capaz de refletir as diferencas de espécies dentro e
entre grupos de espécies estreitamente relacionadas (SAMUELS, 2006). Os
isolados TCS70 e TCS72 foram identificados como T. konilangbra pelo TrichOKEY,
mas € mais provavel que sejam T. saturnisporum. Os isolados TCS13, TCS17,
TCS19, TCS21 e TCS22 foram identificados como T. erinaceum pelo TrichOKEY,
mas pelo gene EF sdo mais proximos a T. atroviride. Os isolados TCS13 e TCS17
podem ser espécies novas de Trichoderma. Os isolados TCS09, TCS14, TCS23 e
TCS25 foram identificados como T. erinaceum pelo TrichOKEY, mas pelo gene EF

sdo mais préoximos de T. viride (Tabela 3).
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Os isolados de Trichoderma inibiram o crescimento micelial e a esporulacéo de

A. niger sobre os segmentos de caule de sisal a temperatura de 30 °C (Figura 3).
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Figura 3. Esporulagéo de A. niger em segmentos de caule de sisal desinfestados,

inoculados com suspensao de esporos de diferentes isolados de Trichoderma e
apo0s 24 horas por suspensdo de esporos de A. niger, sendo incubados a

temperatura de 30°C. Controle (-) corresponde a inoculagdo apenas com A. niger.

Barras representam o erro padrdo da média.



43

Estes isolados de Trichoderma apresentam potencial para o controle da
podriddo vermelha do sisal, por apresentarem tolerancia a temperatura constante de
30 °C, promoverem a inibicdo de A. niger a essa temperatura, e serem adaptados a
essa regido, ja que foram obtidos de amostras de solos de municipios da regido
sisaleira no semiarido da Bahia. Entretanto, esse potencial tem que ser avaliado em
estudos in vivo, nas condic¢des edafoclimaticas das areas de producao de sisal.

A 40 °C nao houve desenvolvimento de A. niger e nem de Trichoderma spp.
nos discos de caule. Essa temperatura causou a desidratacdo dos discos de caule,
0s quais ndo ofereceram umidade suficiente para o desenvolvimento de A. niger e
os isolados de Trichoderma. A. niger tolera uma ampla faixa de temperatura que vai
de 6 a 47 °C, sendo a temperatura ideal entre 35 a 37°C (SCHUSTER et al., 2002).

As avaliacdes in vitro, apenas revelam alguns mecanismos diretos de controle
bioldégico por Trichoderma spp., como a antibiose, competicdo e micoparasitismo
(BENITEZ et al, 1998), desconsiderando as variagdes ambientais que ocorrem
naturalmente no campo. Trichoderma spp. pode apresentar outros mecanismos de
biocontrole, por meio da interacdo fungo x planta (BADRI et al., 2009), que so

podem ser avaliados em trabalhos in vivo.

Selecdo in vivo de isolados de Trichoderma nas condi¢cdes da regido semiarida

da Bahia, produtora de sisal.

Dos 55 isolados de Trichoderma, apenas 42 esporularam em arroz esterilizado,
sendo esses 42 isolados avaliados quanto ao controle da podriddo vermelha do
sisal, nas condi¢des climéaticas dos municipios de Concei¢édo do Coité e Ourolandia
(Figuras 4 e 5).

Os trabalhos realizados com os 42 isolados de Trichoderma, nas condi¢cbes de
semiarido, no municipio de Conceigcédo do Coité demonstraram que cinco isolados, T.
viride (isolado TCS09), T. virens (isolado TCS28), T. harzianum (isolado TCS35), T.
virens (TCS39) e T. virens (TCS43), reduziram o indice da severidade da doenca,
sendo agrupados segundo a andlise de clusters préximo ao controle ndo inoculado
com A. niger. Dentre esses isolados de Trichoderma os isolados de T. virens (TCS28
e TCS39), foram os que apresentaram os melhores resultados, com mudas de sisal

apresentando valores de indice de severidade da podriddo vermelha mais proximo



44

ao controle ndo inoculado com A. niger (Figura 4).

Entretanto, no municipio de Ourolandia, onze isolados de Trichoderma, T.
harzianum (isolados TCS76, TCS45, TCS30, TCS06, TCS42, TCS10), T.
longibrachiatum (isolado TCS15), T. erinaceum (isolados TCS19, TCS73, TCS75) e
T. viride (isolado TCS14), proporcionaram reducfes no indice da severidade da
podriddo vermelha, sendo agrupados, pela analise de clusters, préximos ao controle
nao inoculado com A. niger, destacando-se o isolado T. harzianum (TCS76) (Figura
5).

Os resultados demonstraram nao existir repeticao do efeito de Trichoderma nos
dois municipios, pois nenhum dos isolados de Trichoderma avaliados tiveram efeito
positivo no controle da doenca em ambos 0s ambientes avaliados, indicando que as

condicBes ambientais sdo limitantes para esses micro-organismos.
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A incidéncia da podridao vermelha em mudas de sisal, nos experimentos
conduzidos nos dois municipios, indicam efeito positivo dos isolados T. viride
(isolado TCS09), T. virens (isolado TCS28), T. harzianum (isolado TCS34), T.
harzianum (isolado TCS35) e T. virens (isolado TCS39), que promoveram uma
reducdo no numero de plantas sintomaticas, com valores de incidéncia da doenca
igual ou inferior a 30%, nas condi¢cdes edafoclimaticas de Conceicdo do Coité
(Tabela 4).

Tabela 4. Incidéncia da podriddao vermelha em mudas de sisal inoculadas com A.
niger e diferentes isolados de Trichoderma, em dois experimentos realizados nos
municipios de Conceicdo de Coité e Ourolandia-BA.

Isolado Conceicdao de Coité (%) Ourolandia (%)
TCS01 60 70
TCS02 50 60
TCSO03 70 60
TCS04 80 60
TCSO05 70 70
TCSO06 70 50
TCSO07 50 90
TCSO08 90 60
TCS09 30 60
TCS10 60 50
TCS11 50 90
TCS12 70 80
TCS14 50 60
TCS15 90 40
TCS18 80 70
TCS19 70 30
TCS20 80 90
TCS24 80 60
TCS26 70 70
TCS27 80 70
TCS28 20 70
TCS29 70 80
TCS30 70 50
TCS31 50 80
TCS32 100 60
TCS33 60 90
TCS34 30 80
TCS35 20 70
TCS36 40 60
TCS39 20 100
TCS40 90 80
TCS41 90 90
TCS42 90 30
TCS43 30 70

TCS44 100 60
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Isolado Conceicao de Coité (%) Ourolandia (%)
TCS45 70 60
TCS73 80 40
TCS74 70 80
TCS75 60 30
TCS76 90 10
TCS77 60 90
TCS78 90 70
Controle positivo 0 20
Controle negativo 100 80

*Incidencia calculada para uma populacéo de 10 plantas.

O municipio de Conceicéo do Coité apresenta temperaturas que variam de 21
a 34 °C, com umidade relativa de 34 a 88%, com predominancia de solos médio-
arenosos. Ja Ourolandia apresenta maiores temperaturas que variam de 26 a 39 °C,
e umidade relativa do ar de 31 a 81% e predominéncia de solos argilosos, o que
pode ter influenciado no comportamento dos isolados de Trichoderma e,
consequentemente, no controle da podriddo vermelha do sisal.

No experimento conduzido em Ourolandia, os tratamentos com T. erinaceum
(isolado TCS19), T. harzianum (isolado TCS42), T. erinaceum (isolado TCS75) e T.
harzianum (isolado TCS76) apresentaram incidéncias da doenca inferiores ou iguais
a 30%. O tratamento com o isolado TCS76 de T. harzianum promoveu a menor
incidéncia entre todos os tratamentos, com 10% de plantas sintomaticas (Tabela 4).

No experimento realizado em Ourolandia, plantas lesionadas, mas néo
inoculadas com A. niger apresentaram sintomas de podriddo vermelha do caule, o
que sugere a ocorréncia de infecgdo natural por Aspergillus niger.

As maiores limitacdes do controle biolégico de doencas de plantas sdo os
fatores ambientais, e isso resulta na nao repetibilidade dos resultados em locais com
condicbes ambientais diferenciadas (Guetsky et al., 2001). O motivo de muitos
organismos suprimirem doencas em condi¢cdes controladas, mas sem eficiencia no
campo pode ser explicado pela interacdo do agente de biocontrole com a
comunidade microbiana e outras caracteristicas do habitat e das raizes, como
nutricdo e microclima, as quais ndo sao reproduzidas em laboratorio ou casa-de-
vegetacdo (MARIANO et al., 2005).

No presente trabalho, os resultados de laboratério relacionados ao controle da
podridao vermelha por isolados de Trichoderma nao se repetiram no campo e nem

os resultados de campo se repetiram nos dois municipios em que foram avaliados.
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Este municipios apresnetavam caracteristicas climéticas e de solo diferentes,
reforcando importancia do ambiente na ag&o deste fungos.

As espécies do género Aspergillus crescem em altas concentracdes de
acucar, nutrindo-se de agua extraida de substancias relativamente secas
(SCHUSTER, et al., 2002). A. niger cresce em ampla faixa de temperatura variando
de 6 a 47 °C, sendo o 6timo de crescimento entre 35 a 37 °C, e a faixa de pH
também é extremamente ampla A. niger crescer em uma faixa de pH extremamente
ampla, de 1,4 a 9,8 (SCHUSTER, et al.,, 2002). Essas habilidades e a producéo
profusa de conididsporos, que sdo dispersos por meio do ar, asseguram a
ocorréncia ubiqua da espécie, com uma frequéncia maior em lugares quentes e
umidos (SCHUSTER, et al.,, 2002). A ampla faixa de pH e de temperatura, com
predominéancia de temperaturas diurnas altas e as condi¢des de extrema deficiéncia
hidrica sdo comuns na regido semiarida da Bahia, produtora de sisal, contribuindo
para a ocorréncia da podridao vermelha nessas regioes.

Diversos trabalhos tem revelado o sucesso das espécies de Trichoderma no
controle de varias doencas de plantas (SHARON et al., 2001; YEDIDIA et al., 2001;
OKIGBO; IKEDIUGWU, 2000; ETEBARIAN et al., 2000; BURNS; BENSON, 2000).
As espécies T. harzianum, T. viride e T. virens sdo as mais descritas no controle
bioldgico de doencas de plantas.

Para diminuir o efeito do ambiente nos agentes de controle biolégico pode-se
utilizar estratégias como a formulacdo adequada dos agentes de biocontrole, de
forma a proteger os micro-organismos dos agentes externos nas fases iniciais de
contato e infeccdo dos tecidos da planta, além da potencializacdo por meio da
combinac¢éo de varios micro-organismos com diferentes capacidades de competicédo
e sobrevivéncia no ambiente (EZZIYYANI et al., 2007; MAFIA et al., 2003).

Avaliacdo da sobrevivéncia de Trichoderma em dois tipos de solo da regido

semiarida produtora de sisal da Bahia.

No estudo sobre a sobrevivéncia de Trichoderma harzianum, isolado TCS34,
nas diferentes amostras de solo da regido semiarida produtora de sisal, com a
incorporacdo de residuo de sisal, foram observadas poucas variacbes no
comportamento populacional de Trichoderma no periodo avaliado. Para os dois

solos avaliados, 0 aumento populacional de Trichoderma ocorreu até os 14 dias de
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incubacdo do solo, que corresponde ao periodo de estabelecimento do fungo no
solo, exceto no tratamento com o residuo de sisal seco, que promoveu a reducao da
populacao deste fungo no solo (Figuras 6 e 7). A incorporacao do residuo de sisal ao
solo foi avaliada por ser uma pratica dos produtores de sisal, podendo este se
constituir em uma alternativa de substrato para incorporacdo de Trichoderma e de
matéria organica ao solo.

O residuo seco de sisal (seco ao sol) teve efeito toxico ao desenvolvimento de
T. harzianum (isolado TCS34), causando diminuicdo drastica da sua populacéo. E
possivel que a adicdo de agua a esse substrato tenha promovido o inicio do
processo de decomposicdo e a liberacdo de substancias prejudiciais ao
desenvolvimento do agente antagdnico. Observacdes de campo e em laboratorio
indicam que o residuo de sisal Umido entra rapidamente em processo de
decomposic¢do, causando o aumento do pH.

O decréscimo na populacdo de Trichoderma harzianum também ocorreu nos
dois solos com a incorporacao de residuo fresco de sisal. O residuo fresco de sisal é
muito instavel, alterando rapidamente o seu pH, devido a processos microbianos
e/ou quimicos. Novamente, a adicdo de a4gua ao solo com o substrato pode ter
promovido o0 inicio do processo de decomposicdo, 0 que prejudicou o
desenvolvimento de Trichoderma. Os resultados indicam que o residuo de sisal nao
€ uma boa fonte de matéria organica para os isolados de Trichoderma. Entretanto,
os estudos em discos de caule de sisal indicam que Trichoderma coloniza os tecidos
internos do caule de sisal e inibe o crescimento micelial e esporulacédo de A. niger,
apresentando, portanto, o potencial de biocontrole da podriddo vermelha do sisal. O
residuo de sisal é constituido por tecidos da folha de sisal, apds o desfibramento.
Ressalta-se que o residuo fresco de sisal estimula o crescimento de A. niger,
aumentando a severidade e progresso da podriddo vermelha do sisal (SOUZA,
2010).
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Figura 6. Sobrevivéncia de Trichoderma harzianum em solo argiloso da regiao
sisaleira. TO: Solo sem residuo de sisal; T1: Solo com residuo seco de sisal; T2:
Solo com residuo decomposto e seco de sisal; T3: Solo com residuo fresco de
sisal.
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Figura 7. Sobrevivéncia de Trichoderma harzianum em solo médio arenoso da
regido sisaleira. TO: Solo sem residuo de sisal; T1: Solo com residuo seco de sisal;
T2: Solo com residuo decomposto seco de sisal; T3: Solo com residuo fresco de
sisal.

De acordo com Howel (2003), alguns fatores, além do teor de matéria
organica, a exemplo da temperatura, umidade, nutrientes, tipo de solo, microbiota,
aeracao e pH também afetam a sobrevivéncia de Trichoderma em solo ou substrato.

As condi¢des controladas neste experimento, em relacdo a umidade, temperatura,
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tipo de solo e matéria organica ndo se apresentaram favoraveis a sobrevivéncia de
Trichoderma.

As é&reas abaixo da curva de crescimento de Trichoderma harzianum nos
diferentes solos indicam que o residuo de sisal seco ndo decomposto foi 0 mais
prejudicial ao desenvolvimento de Trichoderma, tendo efeito supressivo no
desenvolvimento do fungo nos solos avaliados (Tabela 5). J& o residuo de sisal
decomposto e seco causou uma reducao significativa da populacao de Trichoderma
apenas no solo argiloso, o que pode estar associado ao pH do solo, pois o solo
argiloso estudado possuia um pH de 6,8, que com a adi¢do do residuo decomposto
seco de sisal, que geralmente possui pH alcalino (préximo a 9), ficou com pH mais
elevado do que o solo médio-arenoso que possui pH de 5,5. A maioria das espécies
deTrichoderma néo tolera pH alcalino, sendo a faixa 6tima de pH para T. harzianum
de 4,5 a 5,3, indicando que substratos ou solos alcalinos séo prejudiciais ao
desenvolvimento desses micro-organismos (ETHUR 2002).

Tabela 5. Area abaixo da curva de sobrevivéncia de Trichoderma em dois tipos de
solo da regido produtora de sisal do semiarido baiano.

Tratamentos Solo argiloso  Solo M-arenoso
TO - Solo sem residuo de sisal 1,30 x 10° a 1,16 x 10° a
T1 - Solo + Residuo de sisal seco ndo decomposto 2,50 x 10* ¢ 1,54 x 10* ¢
T2 - Solo + Residuo de sisal decomposto e seco 9,80 x 10* b 1,31 x10° a
T3 - Solo + Residuo fresco de sisal 8,50 x 10*b 6,89 x 10* b
Controle TO (sem infestacé@o por Trichoderma) 6,00 x 10% d 1,40 x 10° ¢
Controle T1 (sem infestacao por Trichoderma) od 4,00 x 10%c
Controle T2 (sem infestacdo por Trichoderma) 4,00 x 10 d 6,00 x 10° ¢
Controle T3 (sem infestagéo por Trichoderma) 0d 2,00x10c

Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si segundo o teste de agrupamento de médias de

Tukey a 5% de probabilidade.

As UFCs de Trichoderma foram maiores nos solos sem adicdo de residuo,

exceto quando se adicionou ao solo médio-arenoso, o residuo decomposto e seco,
gue nao apresentou diferenca estatistica em relacédo ao tratamento sem adicdo de
residuo, indicando que a adi¢cdo de residuo de sisal ndo favoreceu o aumento das

UFCs de Trichoderma nos solos avaliados.
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Os tratamentos controles indicam que o0s solos avaliados possuem uma
populacdo muito baixa de Trichoderma, apesar de Trichoderma ser um género de
ampla distribuicdo no solo. Melo (1998), citado por Ethur (2008) relata que
Trichoderma é um género de ampla distribuicdo, sendo comum sua ocorréncia no
mundo inteiro e em grande diversidade de solos, em especial aqueles com alto teor
de matéria organica. Em solos tropicais pode-se encontrar de 10 a 10 UFCs de
Trichoderma por grama de solo (HARMAN et al., 2004).

Estes resultados indicam que Trichoderma sobrevive nos tipos de solo
avaliados, mas o residuo de sisal aplicado ao solo ndo favorece o desenvolvimento

de Trichoderma.

Avaliacdo da multiplicacdo e sobrevivéncia de Trichoderma em residuo de

sisal enriquecido.

Os testes de sobrevivéncia de Trichoderma em diferentes substratos
demonstraram que o fungo ndo sobrevive nos substratos compostos de residuo em
processo de decomposicao, enriquecido com nitrato de amoénio ou com gliricidia. O
fungo sobrevive bem no arroz esterilizado. Contudo, o A. niger, agente causal da
podriddo vermelha, também cresce bem nesse substrato (Tabela 6).

Foram observadas poucas variacdes no comportamento populacional de
Trichoderma nos diferentes substratos utilizados e no tempo avaliado. Exceto no
arroz esterilizado, no qual a partir dos sete dias de adicdo de Trichoderma,
observou-se um aumento significativo nas UFCs de Trichoderma. De acordo com
Howel (2003), alguns fatores, além do teor de matéria organica, a temperatura,
umidade, nutrientes, tipo de solo, microbiota, aeracdo e pH, afetam a sobrevivéncia

de Trichoderma em solo ou substrato.
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Tabela 6. Sobrevivéncia de Trichoderma em diferentes substratos. T1: Arroz; T2:
Composto de residuo de sisal (20% esterco + 10% farinha de rocha + 70% residuo
de sisal); T3: Residuo de sisal em decomposicdo, acrescido de NO4(NO3); T4:
Residuo em decomposicdo de sisal acrescido de gliricidia e T5: Residuo fresco de
sisal.

Tempo (Dias)

Tratamentos
0 7 14 21 28
T1 3,0x10°aC 6,0x10°aC 6,0x10'aB 1,7x10°aA 1,7 x 10%aA
T2 45x10%aA  2,7x10%aA 2,9x10°bA 3,0x10°bA 2,7 x 10*bA
T3 3,6 x 10* aA 0 aA 0 bA 0 bA 0 bA
T4 45x10*aA 1,5x10%aA 0 bA 0 bA 0 bA
T5 6,0x10°aA 7,0x10%aA 54x10°bA 3,8x10°bA  3,05x 10°bA

*Médias seguidas de mesma letra minUscula nas colunas e mailsculas nas linha nédo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O tratamento controle, utilizando arroz parboilizado e esterilizado, foi o Unico
que favoreceu o aumento das UFCs. Neste substrato, as UFCs aumentaram
significativamente até os 21 dias de avaliagdo, momento a partir do qual o
crescimento tendeu a estabilizar-se (Tabela 6).

Trichoderma nédo se desenvolve bem nos substratos avaliados no presente
trabalho, exceto no arroz parbolizado esterilizado, que demosntrou um

desenvolvimento bem superior de UFCs em comparagéo com os demais.

Avaliacdo da supressao de Aspergillus niger por isolados de Trichoderma em

solo.

A atividade supressiva de Trichoderma a A. niger foi considerada muito baixa,

sendo esta semelhante ao controle somente com A. niger (Figura 8).
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Figura 8. Sobrevivéncia de A. niger em solo argiloso da regido sisaleira, em
presenca de Trichoderma spp. Controle (Apenas A. niger); T. Viride (isolado TCSQ9;
T. Virens isolado TCS28; T. Harzianum isolado TCS34; T. Harzianum isolado TCS
35; T. Harzianum isolado TCS36; T. Virens isolado TCS39; T. Virens isolado TCS43.

No tratamento controle (solo infestado com A niger, sem Trichoderma), A.
niger apresentou uma populacgéo inicialmente mais elevada, em termos de UFCs do
patdgeno e, apos sete dias, reduziu de forma significativa, demonstrando que A.
niger possui baixa sobrevivéncia no solo, nas condi¢cdes do experimento. A partir de
14 dias de avaliagdo, as flutuacdes populacionais de A. niger passaram a ser
menores (Figura 8).

Os tratamentos que combinaram A. niger e os diferentes isolados de
Trichoderma demonstraram comportamento semelhante ao do controle apenas com
A. niger, diferindo apenas pela populacéo inicial de A. niger, a qual se apresentou
diferente no controle e nos demais tratamentos, apesar do solo ter sido infestado
com a mesma quantidade de inéculo. A partir dos sete dias de avaliacédo, as UFCs
de A. niger iniciaram crescente queda. Os valores da area abaixo da curva

demonstraram n&o existir diferenca significativa entre os diversos isolados de
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Trichoderma avaliados para a reducao da populacdo de A. niger no solo, exceto se
considerarmos o numero de UFCs inicial do tratamento controle. Sem a
sobrevivéncia do A. niger no solo ndo foi possivel avaliar o efeito do Trichoderma na

populacao de A. niger no solo (Figura 8).

Elaboracéo e avaliagao de formulac&o de Trichoderma

A avaliagédo da formulacdo de Trichoderma com utilizagdo de residuo de sisal
com 10% de umidade e com adicdo de 1% de carboximetil celulose e protetor solar
demonstrou que o protetor solar foi eficiente até o periodo de uma hora de
exposicao direta ao sol. A partir de cinco horas de exposicdo ao sol, ndo houve
sobrevivéncia de Trichoderma em nenhum dos tratamentos avaliados (Figura 9).

Os tratamentos com protetor solar, mantidos a temperatura ambiente, no
laboratorio, apresentaram um maior namero de unidades formadoras de colbnia
(UFCs) que os demais. Possivelmente, houve um efeito positivo da adicdo dos
micronutrientes presentes no protetor solar, principalmente o zinco, na sobrevivéncia

de Trichoderma na formulacéo.
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Figura 9. Avaliacdo de formulagbes de Trichoderma quando expostas ao sol por
periodos de tempo de 1, 5 e 8 horas. T1-10% de umidade + protetor fator 30 FPS. T2-
10% de umidade + protetor fator 30 FPS + carboximetilcelulose a 1%.T73-10% de
umidade. T4-10% de umidade + carboximetilcelulose a 1%.
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A reducéo das UFCs ao longo do tempo nos tratamentos controle (sem
exposicdo ao sol) revelou a existéncia de efeito negativo do residuo de sisal na
viabilidade dos esporos de Trichoderma, principalmente nos tratamentos sem
protetor solar.

A protecdo a radiacdo € necessaria para a aplicacdo de Trichoderma no
campo, devido a elevada radiagdo solar na regido semiarida e o efeito negativo
desta na viabilidade dos esporos do agente de biocontrole que necessita atingir a
planta e o solo, germinar e colonizar os tecidos da planta, para que tenha acéo
contra o fitopatégeno. Segundo Braga et al., (2002), o aumento da radiacdo UV-B
solar pode afetar significativamente 0s micro-organismos que tém importantes

papéis na agricultura, como os antagonistas de patégenos de plantas.

Como ocorreu protecdo dos esporos por um periodo de uma hora, a utilizacao
do protetor solar pode ser viavel, se a aplicacdo do formulado com essa protecao for
realizada em horério de baixa radiacdo solar, no final do dia, melhorando a eficiéncia
do produto.

Varios trabalhos realizados com Trichoderma tém demonstrado o sucesso de
formulagbes com arroz esterilizado, existindo produtos comerciais com essas
formulagbes (ETHUR et al., 2008). O residuo de sisal teve um efeito negativo na
sobrevivéncia de Trichoderma. Entretanto, a elaboragdo de uma formulagdo com
arroz e protetor solar, pode ser uma alternativa para garantir a esporulacdo e a

viabilidade dos esporos de Trichoderma.

CONCLUSOES

Foram identificadas sete espécies de Trichoderma de amostras de solo da
regido sisaleira da Bahia.

Os isolados de Trichoderma avaliados nao controlam a populacéo de A. niger
no solo.

O residuo oriundo do desfibramento do sisal é prejudicial ao desenvolvimento
de Trichoderma.

O arroz esterilizado foi o melhor substrato para multiplicacdo e formulacéo de

Trichoderma.
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A utilizacé@o de residuo de sisal com 10% de umidade e com adigéo de 1% de
carboximetil celulose e protetor € eficiente em manter a viabilidade dos esporos
expostos ao sol, por um periodo de uma hora.

A eficiéencia dos isolados de Trichoderma na reducdo da severidade da
doenca depende das condicbes ambientais.

Um isolado de T. viride (isolado TCS09), trés de T. virens (isolados TCS28,
TCS39, TCS43) e um de T. harzianum (isolado TCS35), promoveram o controle da
podriddo vermelha do sisal em mudas inoculadas nas condicfes de Conceicdo do
Coité-BA.

Seis isolados de T. harzianum (isolados TCS76, TCS45, TCS30, TCSO06,
TCS42, TCS10), um T. longibrachiatum (isolado TCS15), trés T. erinaceum (isolados
TCS19, TCS73, TCS75) e um de T. viride (isolado TCS14) promoveram o controle
da podriddo vermelha do sisal em mudas inoculadas nas condi¢cdes de Ourolandia-
BA.
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BIOCONTROLE DA PODRIDAO VERMELHA DO SISAL (Agave sisalana Perrine )
COM ACTINOBACTERIAS

Autores: Jefferson Oliveira de S&; Ana Cristina Fermino Soares; Ana Claudia Souza

Campos Sacramento; Cristiano Oliveira do Carmo

RESUMO: O sisal (Agave sisalana Perrine) € uma planta que ocupa uma extensa
area na regidao semiarida dos Estados da Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte,
com grande importancia na geragao de emprego e renda da regido nordestina. Essa
cultura vem sendo afetada pela podriddao vermelha do caule do sisal causada por
Aspergillus niger. O controle biolégico pode se constituir num importante método de
controle desta doenca, sendo as actinobactérias potenciais agentes de biocontrole.
O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial de isolados de actinobactérias no
controle de A. niger, em condicdes de laboratério, por meio de ensaios em meio de
cultura e em segmentos de caule de sisal, no controle da doenca em mudas no
campo (em dois municipios) e na supressado do patégeno em dois tipos de solo da
regido sisaleira. Adicionalmente, verificou-se o potential de multiplicacdo das
actinobactérias em diferentes residuos de sisal. A acdo antagbnica das
actinobacterias a A niger foi observada quando avaliadas sobre o caule de sisal. Os
isolados AC08, AC12, AC15 e AC16 inibiram o crescimento de A. niger em 60% dos
fragmentos de caule inoculados, porém as actinobactérias ndo demonstraram
antagonismo nos experimentos em meio de cultura. Os isolados AC12 e AC92
promoveram uma reducdo na severidade e incidéncia da doenca em mudas de sisal,
nas condi¢cdes edafocliméaticas de Ourolandia-BA, observando-se uma reducdo na
incidéncia de 66,67% e 50%, respectivamente. No municipio de Conceicédo de Coité,
nenhuma actinobactéria foi eficiente na reducéo da doenca. As actinobactérias nao
controlaram a populacédo de A. niger nos solos avaliados. O residuo de sisal oriundo
do desfibramento da folha, quando em processo de decomposicao, tem efeito toxico
as actinobactérias ndo sendo recomendado para multiplicacdo desses micro-
organismos.

Palavras-chaves: Streptomyces spp.; Controle biolégico; semiarido
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BIOCONTROL OF SISAL (Agave sisalana Perrine) RED ROD DISEASE BY
ACTINOBACTERIA

Authors: Jefferson Oliveira de S&; Ana Cristina Fermino Soares; Ana Claudia Souza

Campos Sacramento; Cristiano Oliveira do Carmo

ABSTRACT: Sisal (Agave sisalana Perrine) is a plant that occupies a large area in
the semiarid region of the States of Bahia, Paraiba and Rio Grande do Norte, with
significant impact on employment and income generation in the Northeast of Brazil.
This crop is being affected by sisal stem red rot disease, caused by Aspergillus niger.
Biological control can represent an important control method and actinobacteria have
great potential for control of plant diseases. The objective of this study was to
evaluate the potential of isolates of actinobacteria to control A. niger in laboratory
conditions, in growth culture media and in sisal stem tissue, to control this disease in
two field conditions, and to evaluate its effect in suppression of the pathogen in the
soil. Additionally, the potential for multiplication of actinobacteria in sisal residue was
evaluated. The antagonistic action of actinobacteria against A. niger was observed
on stem tissue of sisal plants. Isolates AC08, AC12, AC15, and AC16 inhibited
growth of A. niger in 60% of inoculated sisal stem tissue, but these isolates did not
show antagonism in cultures grown in solid growth media. Isolates AC 12, and AC 92
promoted a reduction in disease severity and incidence in sisal plants, in
environmental conditions of Ouroléndia-BA. A reduction in disease incidence of
66.67% and 50% was observed for treatments with isolates AC 12 and AC 92,
respectively. In the municipality of Concei¢cdo do Cite, none of the actinobacteria
showed efficiency for disease reduction. Actinobacteria did not cause a reduction in
the population of A. niger in soil. Sisal residue from leaf decortication, when in
process of decomposition, has a toxic effect on actinobacteria and should not be
recommended for actinobacteria growth.

Keywords: Streptomyces spp.; Biological control; semiarid
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INTRODUCAO

O Brasil € 0 pais que mais produz e exporta fibra de sisal no mundo e o
Estado da Bahia é o maior produtor de sisal do Brasil, com aproximadamente 94%
da producdo nacional (SINDIFIBRAS, 2010). A cultura do sisal tornou-se uma
alternativa de renda para os pequenos produtores, uma vez que as condi¢cfes de
solo e clima da regido semiarida nordestina impossibilitam outros cultivos. A cadeia
produtiva do sisal representa uma das melhores alternativas de desenvolvimento
para o semiarido baiano, uma das regifes mais secas e mais pobres do Nordeste
brasileiro (IDR, 2007).

Entretanto, o sisal vem sendo afetada pela podriddo vermelha do caule, o
principal problema fitossanitario do sisal na Bahia, que vem causando nas ultimas
trés décadas um declinio continuo da &rea cultivada e da produtividade do sisal
(ABREU, 2010). A doenca causa a descoloracdo avermelhada dos tecidos internos
do caule, até a base das folhas. As folhas ficam amareladas e murcham, o caule
apodrece e se desprende facilmente do solo, levando a planta a morte (LIMA et al.,
1998).

O fungo Aspergillus niger foi identificado como o agente causal da podridao
vermelha do sisal (SILVA, 2012a; SILVA, 2012b; SILVA; COUTINHO, 2006).
Atualmente, sabe-se que existem diversas espécies de Aspergillus semelhantes e
algumas séo indistinguiveis de A. niger por meio do uso de caracteres morfologicos
(GIRAUD et al., 2007). Silva, (2012a) identificou por meio de métodos moleculares
que varias espécies da secdo Nigri do género Aspergillus, a exemplo de Aspergillus
japonicus e Aspergillus terreus causam sintomas de podriddo vermelha do caule em
mudas de sisal, em condicbes de casa de vegetacdo. Entretanto, no campo, o
sintoma de podriddo vermelha do caule de sisal estd sempre associado a A. niger
(SILVA, 2012b).

Embora seja fatal para a cultura, plantas de sisal com sintomas de podridao
vermelha podem sobreviver por algum tempo, em funcéo do apodrecimento do caule
ocorrer de forma lenta (BOCK, 1965 citado por SILVA; COUTINHO, 2006).

O estabelecimento de métodos de controle da doenca é de importancia vital
para a economia da regiao sisaleira, visto que esta doenca causa a morte da planta
e a sua disseminacao podera inviabilizar o cultivo do sisal no Brasil, comprometendo

toda a cadeia produtiva. O controle biolégico da podriddo vermelha deve ser
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explorado, por se constituir em uma alternativa com potencial para controle de
fungos habitantes do solo (BETTIOL; MORANDI, 2009).

A busca por micro-organismos benéficos, agentes de controle biolégico, como
alternativa para aumentar a produtividade de plantas e melhorar o seu estado
fitossanitario, vem sendo um dos principais objetivos da pesquisa agricola nas
tltimas décadas. Dentre estes micro-organismos, as actinobactérias (procariotas
gram-positivos) apresentam grande potencial para o biocontrole (CARRER FILHO et
al.,, 2009) por serem eficientes contra varios fungos patogénicos de plantas,
controlando esses fungos por diversos mecanismos, tais como hiperparasitismo (EL-
TARABILY, SIVASITHAMPARAM 2005), antibiose (EL-TARABILY;
SIVASITHAMPARAM, 2005; XIAO et al., 2002), degradacdo enzimatica da parede
celular de fungos (EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2005) e inducdo de
resisténcia em plantas (HASSANIN et al. 2007).

Além de colonizar muito bem o solo e o rizoplano, as actinobactérias
apresentam a capacidade de promoverem o crescimento de plantas e proteger as
raizes contra os agentes patogénicos (BENIZRI et al., 2001).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial de isolados de actinobactérias
da colecdo de micro-organismos do laboratério de Fitopatologia e Microbiologia
Agricola da UFRB para o controle da podriddo vermelha do sisal e supresséo de A.
niger no solo. Adicionimente sera avaliado a possibilidade de multiplicacdo das

actinobactérias no residuo de sisal.
MATERIAL E METODOS

Efeito do(s) metabdlito(s) secundério(s) das actinobactérias no crescimento

micelial e germinacédo de esporos de A. niger.

Cinco isolados de actinobactérias da colecdo de micro-organismos do
laboratorio de Microbiologia Agricola da UFRB, codificados como AC16, AC19,
AC19 GNANE, AC24 e AC92, ja testados quanto a atividade de quitinase, xilanase e
celulase e pré selecionadas como agentes com potencial de biocontrole de doencgas
de plantas, foram multiplicados em meio de cultura AGS (Arginina, Glicerol, Sais)
(POTER et al., 1960) liquido, em frascos de Erlenmeyer e incubados a temperatura

ambiente, em mesa agitadora orbital, sob agitacdo de 140 rpm, durante 14 dias.
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Apés esse periodo de crescimento das culturas, a suspensao foi centrifugada a 4000
rpm por 30 minutos e o sobrenadante recolhido, retirando assim, as células das
actinobactérias, restando apenas o meio liquido com os metabolitos produzidos
pelos micro-organismos, que foram armazenados em freezer a -4°C.

Para a avaliacdo do crescimento micelial de A. niger, quatro concentracdes do
meio liquido contendo os metabolitos foram adicionadas ao meio BDA (batata,
dextrose, agar) morno, no momento de verter em placas de Petri, para obtencéo da
concentracéo final de 0, 10, 20, 30% v/v, sendo 0 meio agitado e vertido nas placas
de Petri, conforme descrito em Soares et al.,, (2009). Posteriormente, fez-se o
semeio de A. niger no meio de cultura, com auxilio de uma alca de platina,
raspando-se a superficie da colénia de A. niger (crescido em meio BDA por
aproximadamente sete dias) e tocando a alca com esporos no centro da placa.

Para avaliacdo do didmetro da colbnia, utilizou-se régua milimetrada,
medindo-se a cada dois dias, até a coldnia do tratamento controle (apenas meio
BDA) atingir as bordas da placa de Petri. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com trés repeticoes.

Ao final das medi¢des do diametro das coldnias, realizou-se a contagem de
esporos produzidos pelo fungo, apés a adicdo de 20 mL de &gua destilada
esterilizada com duas gotas de Tween 20°, seguida de raspagem da cultura com
alca de Drigalski para obtencdo da suspensdo de esporos. A contagem foi feita em
camara de Neubauer com auxilio de um microscépio 6tico com aumento de 40
vezes.

Para avaliar a inibicdo da germinacdo de esporos foram adicionados 150 pL
de suspens&o de esporos de A. niger na concentracdo 10° conidios.mL™ e 150 pL do
meio contendo o metabolito secundario das actinobactérias em pocos de placa de
Elisa. O tratamento controle consistiu do meio liquido AGS sem o crescimento dos
microrganismos. A avaliacdo da germinacdo de esporos de A. niger foi iniciada 36
horas apos a incubacédo, por meio da contagem aleatéria de 200 esporos, quando o
tratamento controle apresentou 50% de esporos germinados, momento em que
todos os tratamentos receberam uma gota de lactofenol azul para paralisacdo da
germinacao. Foi considerado como esporo germinado aquele cujo tubo germinativo
atingia comprimento superior ao dobro do diametro do esporo. O delineamento

experimental foi inteiramente casualizado sendo avaliados o0s metabdlitos
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produzidos por cinco isolados de actinobactérias + controle (apenas AGS), com trés

repeticdes.

Selecao de actinobactérias em segmentos de caule de sisal

Para a obtencéo da suspensado de actinobactérias, estas foram multiplicadas
em meio AGS sdélido por 14 dias, com posterior adicdo de 20 mL de agua destilada
esterilizada a cada placa de Petri. Apds a adicdo de &gua, foi realizada a raspagem
superficial das colénias com alca de Drigalsky, para a obtencdo de uma suspencéo
de actinobactérias. Para obtencdo da suspensédo de esporos de A. niger, placas de
Petri com meio BDA contendo culturas de A. niger crescidas por sete dias foram
utilizadas semelhante ao descrito com as actinobactérias, porém a concentracdo de
esporos de A. niger foi calibrada para 10’ conidios mL™ com auxilio de cAmara de
Neubauer e microscopio otico.

Para a selecéo desses isolados quanto ao antagonismo a A. niger, segmentos
de tecido interno de caule de sisal em forma de discos de 1,7 cm de diametro x 0,5
cm de altura foram cortados, lavados e desinfestados em alcool 70 % e hipoclorito
de sodio 1 %, ambos por cinco minutos, seguido de trés lavagens com agua
destilada e esterilizada. Posteriormente, os segmentos do caule foram colocados em
copos de plastico (capacidade para 100 mL) descartaveis, contendo uma fina
camada de papel toalha esterilizado no fundo. Os segmentos de caule foram
inoculados com 1 mL da suspensdo de actinobactérias, exceto o controle que
recebeu 1 mL de agua destilada esterilizada. Os ensaios foram incubados a
temperatura ambiente (28°C) por trés dias. Apés o periodo de incubacdo, os
segmentos de caule foram inoculados com 1 mL da suspensdo de esporos de A.
niger, sendo incubados novamente a temperatura ambiente por um periodo de 10
dias. Os tratamentos consistiram de 14 isolados de actinobactérias (isolados ACO02,
ACO08, AC12, AC15, AC16, AC19, AC21, AC22, AC26, AC46, AC50, AC52, AC92,
AC103). O controle positivo foi composto por segmentos de caule ndo inoculados,
com o proposito de verificar a eficiéncia do processo de desinfestagéo dos discos de
caule. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco
repeticdes.

Apo6s incubacéo, os discos do caule foram avaliados quanto a presenca de

crescimento micelial e esporulagéo de A. niger sobre os discos de caule inoculados.
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Supresséo de A. niger por actinobactérias em diferentes solos

Amostras compostas de dois solos da regido sisaleira foram retiradas
identificadas e enviadas ao laboratério de solos da USP-ESALQ, onde foram
analisadas, em conformidade com o manual de analises do Instituto Agronémico de
Campinas-IAC (RAIJ et al., 2001) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas quimicas das amostras de solo coletadas nos municipios de
Jacobina (Solo Argiloso) e Conceicédo do Coité (Solo Médio-arenoso).

Macronutrientes

Solos pH MO P K Ca Mg H+AI SB CTCc Vv

Sl(Argiloso) 6,8 24 13 64 128 16 13  150,9 164,3 92
S2(M-arenoso) 55 37 7 09 45 28 22 737 959 77

Micronutrientes

Solos B Cu Fe Mn Zn Na Si
S1(Argiloso) 0,56 0,9 7 28,3 11 4 25,6
S2(M-arenoso) 0,36 0,7 38 15,8 2,96 20 12,1

Unidades: M.O. (g.dm™); P (mg.dm™); K, Ca, Mg, H+Al, SB e T (mmolc.dm™); V %. B; Cu, Fe, Mn, Zn, Na e
Si (mg.dm™®). Métodos: pH em CaCl, (acidez ativa) - CaCl, 0,01 mol.L™; M.O.- Dicromato/Colorimétrico;
Faésforo, Potassio, Célcio e Magnésio - Resina trocadora de ions; H+Al (acidez potencial) - pH SMP; Boro -
agua quente/microondas; Cu, Fe, Mn e Zn - extragdo DTPA - TEA em pH 7,3; Na - extragdo duplo acido; Si
- extrac&o CaCl, 0,01mol.L™

As amostras dos solos das areas produtoras de sisal foram acondicionadas em
recipientes plasticos com capacidade para 100 mL. As sub-amostras de solo foram
infestadas com 3 mL de suspensao dos isolados de actinobactérias (AC26, AC50 e
AC92). Esta suspensao foi obtida por adicdo de 50 mL de 4gua destilada esterilizada
a cultura de actinobactéria crescida em frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo
20 g de arroz umedecido e esterilizado em autoclave por 50 minutos.

Apo6s o periodo de incubacgdo de sete dias a temperatura ambiente, foram
adicionados 3 mL de suspensdo de esporos de A. niger na concentracdo de 10’
conidios mL™ nas sub-amostras de solo, em cada recipiente, sendo estes incubados
como descrito anteriormente. Adicionou-se 20% de agua em todos os tratamentos,
determinando-se a umidade inicial, com base no peso com reposi¢éo periodica com

pesagem das amostras e adigcdo de agua destilada esterilizada.
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Sub-amostras de solo foram retiradas a cada sete dias por um periodo de 30
dias e submetidas a diluicdo seriada e plagueamento em meio BDA com 6% de
NaCl e 1 mL L* de Tormicina, com incubacdo por cinco dias a temperatura
ambiente. Fez-se a contagem das UFCs e foi calculado o numero UFCs de A. niger
por grama de solo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés tratamentos
(AC26, AC50 e AC92), um controle positivo (solo ndo infestado) e um controle
negativo (infestacéo do solo com A. niger), com trés repeticdes. As areas abaixo das
curvas (AAC) geradas foram calculadas pela fomula descrita por Shaner; Finney
(1977):

AAC =T, =[(Yisy + Yi)/2] X [(Tisy - Ti)]

Onde: n é o nimero de observacdes; Yi é o nimero de UFCs g solo™ na -
ésima observacédo; Ti é o tempo em dias na “i’-ésima observacao.

Os dados foram comparados pelo teste de comparacdo de médias de Tukey a
5% de probabilidade.

Multiplicagcéo e sobrevivéncia de actinobactéria no residuo de sisal

A multiplicacdo e a sobrevivéncia de um isolado de actinobactéria foi avaliada
em residuo de sisal seco decomposto e ndo decomposto. Amostras de 20 g de
residuo de sisal foram colocadas em frascos de Erlenmeyer de 250 ml e
esterilizadas em autoclave, a 121°C por 30 minutos. Posteriormente, as amostras de
residuo foram infestadas com actinobactéria (isolado AC26) pela adicdo de 10 mL
de suspensdo de esporos, obtida conforme descrito acima, com homogeneizacéo
periddica. A cada sete dias, foi retirada uma aliquota de 1 g para quantificacdo das
actinobactérias por meio da técnica de diluicdo seriada e plagueamento em meio
AGS solido. A quantificacdo das UFC foi realizada como descrito anteriormente.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repeticdes.



72

Selecado de actinobactérias em mudas de sisal para o biocontrole da podridéao

vermelha do sisal

Isolados de actinobactérias selecionados de acordo com os resultados das
etapas descritas acima (AC12, AC16, AC19, AC24 e AC92) foram multiplicados em
placas de Petri contendo meio de cultivo AGS sélido e incubados a temperatura
ambiente por 10 a 14 dias. Apos crescimento, foram retirados cinco discos do meio
com a cultura de actinobactérias e transferidos para frascos de Erlenmeyer de 250
mL contendo meio de cultivo AGS liquido, sendo incubados sob agitacdo em mesa
agitadora durante 14 dias, a temperatura ambiente.

Mudas de sisal do tipo rebento, com aproximadamente 20 cm de altura, foram
lesionadas na regido do caule (quatro perfuracdes padronizadas equidistantes, com
2 cm de profundidade e 1 mm de diametro), com auxilio de agulha, inoculadas com 1
mL das culturas liquidas contendo as actinobactérias, e apds 15 dias foram
inoculadas com A. niger (suspens&o de esporos na concentracéo 10’ conidios mL™).
As mudas foram mantidas em condicbes de campo e as avaliacdes realizadas 30
dias apds a inoculagdo com A. niger. A incidéncia da doenca foi calculada com base
no numero de plantas com e sem sintomas de podriddo vermelha. A planta foi
removida do saco de muda, cortada transversalmente para quantificacdo da
severidade da podriddo vermelha, por meio de escala de notas proposta por Sa
(2009). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 20
repeticoes.

Os dados foram transformados para Indice de Severidade da Doenca,

conforme McKinney (1923), por meio da férmula:

% (Grau da escala x frequéncia)x100

indice de severidade da doenca = : -
n? total de unidades x grau maximo da escala

Realizou-se a analise de Clusters em funcdo do indice de severidade da

doenca com base em distancia Euclidiana, utilizando o método de Ward de

agrupamento.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecédo de actinobactérias em segmentos de caule de sisal

Dentre os isolados de actinobactérias avaliados em segmentos do tecido
interno de caule de sisal, os isolados AC08, AC12, AC15, AC16 causaram inibicao
da esporulacdo e do crescimento micelial de A. niger em 60% dos segmentos de
caule inoculados, enquanto que os isolados AC19 e AC46 nao inibiram o
desenvolvimento do patégeno. Os demais isolados inibiram o crescimento de A.
niger em 20% dos discos de sisal (Figura 1).

Actinobacterias sdo potenciais agentes de biocontrole devido a producéo de
metabdlitos secundarios como enzimas hidroliticas (glucanase e quitinase), e um
grande numero de antibiéticos (BERDY, 2005; HOSTER et al., 2005). A inibicdo de
A. niger nos segmentos de caule de sisal pode ter sido causada pela acdo de
metabdlitos secundarios produzidos pelos isolados de actinobactérias, além da
competicdo desses micro-organimos por espaco e nutrientes nos discos de sisal,

inibindo o desenvolvimento de A. niger.

AC 19
AC52
AC12
AC15 I
AC 21
ACO2
ACO8 I
AC103
AC50
AC26 T
AC46
AC92
AC22
AC16

Isolados de Actinobactérias

0 20 40 60 80 100
(%)

Figura 1. Percentual de discos de caule de sisal apresentando crescimento de A
niger na superficie. Os discos de caule foram inoculados com diferentes isolados de
actinobactérias e apo6s trés dias com A. niger, sendo avaliados 10 dias apos
inoculagao com A. niger.
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Apesar dos fungos crescerem mais rapido que as actinobactérias, o periodo
de trés dias de incubacdo dos segmentos de caule de sisal inoculados com
actinobactérias possibilitou o estabelecimento desses micro-organismos e a inibicao
de A. niger. A inoculacdo de mudas de sisal com actinobactérias pode possibilitar a
producdo de mudas protegidas por esses micro-organismos, ja que as
actinobactérias cresceram na superficie dos segmentos de caule de sisal e

causaram a inibicdo do crescimento micelial e esporulagao de A. niger.

Efeito do(s) metabdlito(s) secundario(s) das actinobactérias no crescimento
micelial e germinagcéo de esporos de A. niger.

N&o houve efeito significativo na inibicdo do crescimento micelial e nem da
esporulacdo de A. niger, quando se adicionou ao meio BDA, diferentes
concentracfes do meio de cultura contendo os metabdlitos produzidos durante o

crescimento de actinobactérias (Figura 3).
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Figura 2. Efeito de diferentes concentragdes de filtrado de actinobactérias crescidas
em meio AGS, adicionados em meio BDA, no crescimento micelial de A. niger. (A)
Filtrado do isolado AC19GN; (B) Filtrado do isolado AC24; (C) Filtrado do isolado
AC19; (D) Filtrado do isolado AC92; (E) Testemunha, somente meio AGS. Barras
representam o erro padrdo da média.
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Apesar destes trabalhos realizados com adicdo de metabdlitos secundérios
no meio de cultivo BDA néo indicarem que as actinobactérias inibem o A. niger, a
possibilidade das mesmas pormoverem o controle da doenca no campo ndo pode
ser descartada, pois os trabalhos realizados na superficie do caule de sisal
demonstraram efeito positivo.

Essa resposta diferenciada nesses experimentos pode estar relacionada aos
substratos em que o fungo e as actinobactérias cresceram. O meio de cultura pode
nao ter promovido as condicdes necessarias para a sintese de metabdlitos
secundarios com efeito inibitério a A. niger, mas nos tecidos de caule de sisal,
ocorreu inibicdo, o que indica um potencial de biocontrole que deve ser mais
investigado.

Outra hip6tese € que a competicdo entre as actinobactérias e A. niger tenha

desfavorecido o desenvolvimento do fungo, ja que ndo houve antibiose a A. niger,

demonstrado pela n&o inibigéo significativa no crescimento micelial e esporulacéo de
Aspergillus (Figura 3 e 4).

0 10 20 30
Concentracdo Metabdlito + AGS (%)

—4—Testemunha —@—AC24 AC19GN AC19 == ACO2

Figura 3. Efeito de diferentes concentragcfes de filtrado de actinobactérias AC19GN;
AC24; AC19 e AC92 adicionados ao meio BDA na esporulacdo de A. niger.
Testemunha corresponde a adicdo somente meio AGS. Barras representam o erro
padrdo da média.
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Houve efeito significativo do meio AGS ap0s o crescimento dos isolados de
actinobactérias, na germinacéao de esporos de A. niger. O meio AGS com os filtrados
dos isolados AC19GN, AC19, AC24 e AC16 diminuiram o percentual de esporos
germinados de A. niger. O tratamento com o isolado AC92 teve o0 mesmo

comportamento que o meio AGS sem o crescimento de actinobactérias (Figura 4).
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Figura 4. Germinagdo de esporos de A. niger, submetidos a diferentes
concentracdes de filtrados de actinobactérias AC19GN, AC24, AC19 e AC92
crescidas em meio de argenina, glicerol e sais (AGS). Barras representam o
erro padréo da média.

Muitas estratégias tém sido utilizadas para encontrar potenciais agentes
antagonistas de patégenos de solo. Chan et al. (2003) relataram o ensaio in vitro de
difusdo em agar, usado como método de selecdo inicial para o antagonismo
microbiano, como sendo um meio preferido e pratico para a selecdo de um grande
namero de isolados antagbnicos, em relacdo aos bioensaios de campo com plantas.
No entanto, os bioensaios de campo continuam a ser essenciais para verificar a
eficacia de potenciais agentes de biocontrole, pois muitas vezes os resultados de
testes in vitro e in vivo ndo apresentam nenhuma correlagdo devido a diversos
fatores do complexo sistema solo - ambiente - planta que interferem na acao destes

micro-organismos.
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Supressao de A. niger por actinobactérias em diferentes solos

No presente trabalho, no experimento conduzido com solo argiloso e solo
meédio-arenoso, apesar de ter sido adicionada a mesma quantidade de suspensao
de esporos de A. niger, ha mesma concentracdo, em todos os tratamentos, as
unidades formadoras de colonias (UFCs) iniciais (no tempo zero, sem incubacgé&o) de
A. niger, no tratamento com o isolado AC92, foram significativamente superiores aos
demais tratamentos, em ambos os solos (Figura 5). O nimero de UFCs de A. niger
no tratamento com o isolado de actinobactéria AC50 também foi superior ao
tratamento controle com apenas A. niger, no inicio do experimento com 0 solo
meédio-arenoso (Figura 5).

A queda das UFCs de A. niger no intervalo de tempo avaliado foi mais brusca
no tratamento com o isolado AC92, sugerindo que apés incubacdo, os metabdlitos
produzidos pela actinobactéria inibiram o crescimento de A. niger, diminuindo assim,
a populacédo deste fungo no solo.

Actinobactérias estdo naturalmente presentes no solo e, quando testadas em
condic@es in vitro, espécies do género Streptomyces tém mostrado o potencial para
a producdo de antibioticos, que reduzem ou inibem o0 crescimento e
desenvolvimento dos fitopatégenos presentes no solo (KIM et al, 2000; OUHDOUCH
et al., 2001; BRESSAN, 2003). O grau de controle da doenca depende da densidade
do agente de controle biolégico, densidade do agente patogénico, a eficiéncia do
agente de biocontrole em suprimir o patégeno e a proporcdo da populacdo do
patdgeno que é potencialmente afectada pelo agente (MONTESINOS; BONATERRA
1996; SMITH et al. 1997). As diferencas nos mecanismos de acdo dos agentes de
biocontrole também afetam a relacdo de dose-resposta dos isolados (LARKIN;
FRAVEL 1999).
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Figura 5. Unidades Formadoras de Col6nia de Aspergillus niger em solo argiloso (A) e
solo médio-arenoso (B), submetidos ao tratamento com diferentes isolados de
actinobactérias. As amostras de solo foram infestadas com A. niger, sete dias ap0s
incubacdo com os isolados de actinobactérias. O controle (+) corresponde a solo ndo
infestado e o controle (-) corresponde da infestacdo por apenas A. niger. As barras
representam o erro padrdo da média. Barras representam o erro padrao da média.
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Apesar dos resultados (Figura 6) indicarem que a actinobactéria AC92 reduziu
significativamente a populacédo de A. niger nos solos, as areas abaixo da curva do
crescimento populacional de A. niger nos solos com as actinobactérias (Tabela 2)
indicam que n&o houve efeito significativo na diminuigdo das UFCs de A. niger por
nenhuma actinobactéria. Como as é&reas abaixo da curva do crescimento
populacional levam em consideracéo todo o periodo avaliado, além de considerar a
populacao inicial de A. niger, podemos inferir que esses resultados sdo mais

precisos que as curvas de crescimento.

Tabela 2: Area abaixo da curva do efeito supressivo de isolados de actinobactérias
a A. niger em dois tipos de solo da regido produtora de sisal do semiarido baiano.

Tratamentos Solo Argiloso Solo Médio -Arenoso
Controle (+) 7,70 x 10° a 2,28 x 10%a
Controle (-) 3,49 x 10° b 3,82 x 10°b
AC26 3,77 x10%b 3,71 x 10%b
AC50 4,44 x10°b 4,21 x10°b
AC92 3,83x10°b 4,23 x10°b

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si segundo o teste comparagéo de
meédias de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados corroboram com os ensaios em laboratério, pois esses isolados
também néo inibiram o crescimento micelial e esporulacdo de A. niger. Além disso a
umidade do solo, mantida a 20%, é considerada baixa, o que pode ter interferido na

acao das actinobactérias quanto ao antagonismo a A. niger.

Multiplicacdo e sobrevivéncia de actinobactéria no residuo de sisal

A avaliacdo da sobrevivéncia do isolado de actinobactéria AC26 nos
diferentes residuos de sisal demonstrou que no residuo de sisal coletado nas pilhas
de residuo deixadas no campo, considerando um residuo em processo de
decomposicdo, ocorreu menor populacdo inicial da actinobacteria, em relagdo ao
residuo fresco, coletado logo apos o desfibramento da folha, havendo um pequeno

aumento no numero de UFCs até os 14 dias e ap0s esse periodo, ocorreu uma
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expressiva reducao. Provavelmente, o residuo em decomposicdo apresentou efeito

toxico as actinobactérias (Figura 6).
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Figura 6. Sobrevivéncia de isolado de actinobactéria AC 26 em residuo de sisal
em decomposicao e residuo fresco de sisal. Barras representam o erro padréo da
média.

Até os 14 dias, a quantidade de UFCs de actinobacterias no residuo néo
fresco foi baixa, aumentando expressivamente aos 21 dias, e caindo até os 28 dias.
Como as actinobactérias tem um desenvolvimento lento, esse comportamento no
crescimento era esperado, pois houve somente uma populacdo expressiva aos 21
dias. A reducdo da populacdo a partir dos 21 dias pode ter ocorrido devido a
competicdo das actinobactérias por espaco e nutrientes, bem como o acumulo de
metabdlitos secundarios no substrato, que interferem no desenvolvimento do micro-
organismo, em condi¢cdes controladas e area de superficie reduzida, ou seja,
pequenas quantidades de substrato ou solo.

Uma caracteristica importante das actinobactérias é a capacidade de
sintetizarem endosporos, o que facilita a sua formulagdo (EMMERT; HANDELSMAN,
1999 citado por CARRER FILHO et. al., 2009). Sabaratnam e Traquair (2002)

produziram uma formulacéo a base da estirpe ‘Di-944’ de S. griseoviridis, isolada da
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rizosfera de tomateiro, que demonstrou ser eficiente em controlar o tombamento de

mudas de tomate causado por Rhizoctonia solani.

Selecdo de actinobactérias em mudas de sisal para o biocontrole da podridéao

vermelha do sisal

Os tratamentos com a aplicacdo da cultura liquida das actinobactérias, em
mudas de sisal, com intervalo de 15 dias entre a aplicacdo das actinobactérias e a
inoculagcdo com A. niger, nas condi¢cdes de clima de Conceicdo do Coité -BA, ndo
promoveram a reducdo da severidade da doenca, estando estes distantes do
controle positivo, pela analise de clusters (Figura 7).

Foram observados resultados diferenciados no comportamento dos isolados,
pois em Ourolandia-BA houve uma reducdo na severidade da doenca, nos
tratamentos com os isolados AC12 e AC92, que se agruparam proximos ao controle
positivo, ou seja, das mudas nédo inoculadas com A. niger (Figura 8). Esses isolados
promoveram uma reducdo na incidéncia da doenca, observando-se incidéncias de
13,33 e 20% nos tratamentos com aplicacdo das actinobactérias AC12 e AC92,
respectivamente (Tabela 3).

Guetsky et al. (2001), afirmam que as maiores limitagcbes do controle biolégico
de doencas de plantas sdo os fatores ambientais, e que isso resulta na néo

repetibilidade dos resultados em locais com condi¢cdes ambientais diferenciadas.
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Figura 7. Representacédo grafica da analise de Clusters em funcéo do indice de severidade da podriddo vermelha do sisal em
mudas inoculadas com suspenséo de actinobactérias em meio AGS e apo6s 15 dias inoculadas com A. niger no municipio de
Conceicéo do Coité-BA. CT- corresponde ao controle negativo (inoculado apenas com A. niger), CT+ corresponde a aplicacéo
de meio AGS. Os dados foram analisados com base em distancia Euclidiana, utilizando o método de agrupamento de Ward.
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Figura 8. Representacgédo grafica da analise de Clusters em funcéo do indice de severidade da podriddo vermelha do sisal em
mudas inoculadas com suspenséo de actinobactérias em meio AGS e ap6s 15 dias inoculadas com A. niger no municipio de
Ourolandia-BA. CT- corresponde ao controle negativo (inoculado apenas com A. niger), CT+ corresponde a aplicacdo de meio
AGS. Os dados foram analisados com base em distancia Euclidiana, utilizando o método de agrupamento de Ward.
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Tabela 3. Incidéncia da podriddo vermelha do sisal em mudas inoculadas com
isolados de actinobactérias e apds 15 dias inoculados com A. niger. Experimento
realizado nos municipios de Conceicédo do Coité e Ourolandia-BA. Controle positivo
corresponde a aplicagdo de meio AGS liquido e Controle negativo inoculado apenas
com A. niger.

Isolados Conceicéao do Coité (%) Ourolandia (%)
AC12 60 13,33
AC16 95 33,33
AC19 75 46,67
AC24 60 46,67
AC92 75 20

Controle negativo 85 40
Controle positivo 10 13,33

Os municipios onde o0s experimentos foram conduzidos apresentam
caracteristicas edafoclimaticas diferentes. O municipio de Conceicdo do Coité
localizado a 11° 33’ 50” S e 39° 16’ 58” O, apresenta temperaturas que variam de 21
a 34 °C, com umidade relativa de 34 a 88%, com predominancia de solos médio-
arenoso. Ourolandia a 10° 58 12" S e 41° 04’ 58" O, apresenta maiores
temperaturas que variam de 26 a 39 °C, e umidade relativa do ar de 31 a 81% e
predominéncia de solos argilosos.

Os resultados sugerem a provavel existéncia de competicdo no ponto de
infeccédo, ja que no experimento realizado nos segmentos de caule de sisal, ocorreu
a inibicdo de A. niger pelos isolados de actinobactérias AC12 e AC92, que apesar de
ndo demonstrarem antibiose a A. niger, em meio de cultura sélido, reduziram a
severidade e incidéncia da doenca no experimento em campo. Além dessa hipotese,
a inducdo de resisténcia da planta a infeccdo pelo patdégeno também deve ser
investigada, pois ndo se pode concluir que o Unico mecanismo de controle foi a
competicao.

No experimento realizado em Ourolandia, os resultados de severidade
observados no tratamento controle positivo (sem inoculagdo de A. niger) foram
semelhantes aos do controle negativo (inoculacdo apenas com A. niger), 0 que

provavelmente pode ter influenciado nos resultados de biocontrole. No controle
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positivo ocorreu uma infec¢ao natural ou contaminagédo das mudas pelo isolado de
A. niger utilizado nos tratamentos com inoculacdo, ja que o solo utilizado no
experimento foi oriundo de regibes com plantio de sisal, e nao foi esterilizado, sendo
o experimento conduzido em area de producéo de sisal.

A incidéncia da podriddo vermelha observada no controle, inoculado apenas
pelo patégeno, no experimento realizado em Ourolandia, também indica que na
condicdo que o experimento foi realizado, o patégeno foi menos agressivo do que no
experimento realizado em Conceicao do Coité.

Para diminuir o efeito do ambiente nos agentes de controle biolégico podem
ser avaliadas estratégias como a formulacdo adequada dos agentes de biocontrole,
além da potencializacdo destes por meio da combinacdo de varios microrganismos
(EZZIYYANI et al., 2007; SABARATNAM; TRAQUAIR, 2002).

Actinobactérias sdo mais resistentes a dessecacao do solo, em relacdo a
outras bactérias. Os esporos de Streptomyces podem se manter viaveis em
condicbes de dessecacdo absoluta. Nos solos de regifes aridas, actinobactérias
ocupam um lugar importante no complexo de organismos procariontes desse habitat
(ZVYAGINTSEYV et al., 2001). Provavelmente, a formulagdo correta dos isolados de
actinobactérias pode potencializar a capacidade biocontroladora melhorando a

estabilidade e as caracteristicas desses micro-organismos.

CONCLUSOES

Os isolados de actinobactérias AC08, AC12, AC15, AC16 sdo antagbnicos a
A. niger e possuem a capacidade de inibicdo quando aplicados em tecido vegetal de
sisal.

O residuo de sisal, quando em processo de decomposicao, tem efeito toxico
as actinobactérias.

Os isolados AC12 e AC92 promoveram uma redugdo na severidade e
incidéncia da doenca em mudas de sisal, nas condigbes edafoclimaticas de
Ourolandia-BA.
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BIOCONTROLE DA PODRIDAO VERMELHA DO SISAL COM COMBINACOES
DE ISOLADOS DE TRICHODERMA E ACTINOBACTERIAS

Autores: Jefferson Oliveira de S&; Ana Cristina Fermino Soares; Ana Claudia Souza

Campos Sacramento; Marcelly Santana Mascarenhas; Filipe Costa Lima

RESUMO: Na Bahia, o sisal tem importancia significativa, sendo fonte de renda para
inumeras familias da regido semiarida. A cultura vem sendo afetada por perdas na
produtividade devido a podriddo vermelha do caule, causada por Aspergillus niger,
gue causa a morte da planta. O controle biolégico pode se constituir em método de
controle viavel. Fungos do género Trichoderma e as actinobactérias tem sido
destacados com resutados bons em estudos de biocontrole de diversas doencas de
plantas. O uso da combinacdo desses micro-organismos pode representar uma
possivel alternativa para melhorar a eficiéncia de controle desta doenca no campo.
O objetivo do trabalho foi avaliar formula¢des de isolados de Trichoderma da regido
sisaleira, e combinacdes destas formulacdes entre si e com isolados selecionados
de actinobactérias, para o controle da podriddo vermelha do sisal. Foram realizados
testes in vitro e in vivo em mudas de sisal, no campo, na regido produtora de sisal,
além da avaliacdo da capacidade de coloniza¢do endofitica de Trichoderma. O uso
combinado de formulagbes de Trichoderma e actinobactérias ndo potencializou o
controle da doenca. As condicGes edafoclimaticas influenciam na resposta desses
micro-organismos. Trichoderma harzianum, isolado TCS76, T. virens, isolado TCS43
e T. viride, isolado TCS09 apresentaram potencial para o controle da podridao
vermelha do sisal, nas duas condi¢cdes ambientais avaliadas, reduzindo a incidéncia
da podriddo vermelha em 64,28%, no municipio de Cruz das Almas-BA. A aplicacdo
das formulagbes de Trichoderma no solo n&o reduziu a populagéo de A. niger. Os
resultados também indicaram que Trichoderma é um fungo com capacidade de

colonizacéo endofitica ao sisal.

Palavras-chaves: Agave sisalana; A. niger, biocontrole, formulacdes.
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BIOCONTROL OF SISAL RED ROD DISEASE WITH TRICHODERMA AND
ACTINOBACTERIA IN COMBINATION

Authors: Jefferson Oliveira de S&; Ana Cristina Fermino Soares; Ana Claudia Souza

Campos Sacramento; Marcelly Santana Mascarenhas; Filipe Costa Lima

ABSTRACT: In State of Bahia, Brazil, sisal (Agave sisalana Perrine) has significant
importance, being a source of income for many families in the semiarid region. Sisal
crop has currently been affected by losses in productivity due to stem red rot
disease, caused by the fungus Aspergillus niger that results in plant death. Biological
control can be a potential alternative for control of this disease. Fungi of the genus
Trichoderma and actinobacteria have been highlighted as microorganisms with good
results in several biological control studies. The use of combined formulations of
these microorganisms can represent an alternative to improve control of this disease
in field conditions. The objective this work was to evaluate Trichoderma formulations
from the semiarid region of Bahia, combinations of these formulations and of
actinobacteria to control sisal red rot disease. In vitro and in vivo experiments with
sisal plants in the field were performed. Trichoderma’ s potential for endophytic
colonization of sisal plants was also evaluated. The results indicated that the
combined use of Trichoderma formulations and actinobacteria do not enhance
disease control. Soil and climatic conditions influence the response of these
microorganisms. Trichoderma harzianum, strain TCS76, T. virens, strain TCS43, and
T. viride, strain TCS09 presented potential for control of sisal stem red rot disease,
on both environmental conditions, with a reduction in disease incidence of 64.28%, in
the municipality of Cruz das Almas, Bahia. The use of Trichoderma formulations in
soil did not cause a reduction in population of A. niger. These results also indicate

that Trichoderma has the ability for endophytic colonization of sisal plants.

Keywords: Agave sisalana; A. niger; biocontrol, formulations.
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INTRODUCAO

O sisal (Agave sisalana Perrine) é uma cultura que promove atividade
econdmica por meio da cadeia produtiva, para mais de meio milhdo de pessoas, em
regibes com escassas alternativas para exploracdo agricola de outras culturas
(COUTINHO et al., 2006). O Estado da Bahia € o maior produtor de sisal do Brasil,
com 226.621 toneladas colhidas, atingindo uma area plantada de 252 mil hectares
em 2010 (IBGE, 2011), e responde por 94% de toda a producéo nacional. O Brasil
esta na primeira posi¢cao do ranking mundial da producéo de sisal (SEPLAN, 2006).

Apesar da boa resisténcia ao ataque de pragas e doencas, o sisal pode ser
afetado por doencas capazes de causar sérios prejuizos a cultura (BOCK, 1965;
MEDINA, 1954), dentre as quais a podriddo vermelha do caule, conhecida também
como podridao do tronco do sisal, € a principal (LIMA et al., 1998; COUTINHO et al.,
2006; SOARES et al., 2006).

As plantas afetadas por essa doenca apresentam folhas amareladas e
murchas que n&o servem para o desfiboramento e os sintomas internos séo a
podriddo do caule, que leva ao tombamento e morte da planta no campo (LIMA et
al., 1998). A incidéncia da doenca pode variar de 5% a 40% nas zonas de producao,
causando perda de qualidade e producéo da fibra e a devastacao dos plantios de sisal
(ABREU, 2010).

A doenca é causada por Aspergillus niger, podendo ser causada por outros
Aspergillus spp., principalmente da sec¢éo Nigri, conforme observado em condi¢des
de casa de vegetacdo (SILVA, 2012a; SILVA, 2012b). Estes sdo fungos filamentosos
pertencentes aos ascomycotas (SCOTT, 2006), comumente encontrados na
microbiota do solo, atuando no ciclo do carbono na natureza (GOMES, 2007), o que
dificulta o seu controle. Em campo, os sintomas de podriddo vermelha sdo sempre
associados a A. niger (SILVA, 2012a).

O controle biolégico € a melhor estratégia no controle de patdégenos
veiculados ao solo, por ser considerado um meétodo menos danoso ao meio
ambiente, além de reduzir a producédo de inoculo do patdégeno, com consequente
reducdo na incidéncia da doenca (CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003; MICHEREFF et
al., 2005).
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Diversos micro-organismos sédo conhecidos e utilizados para o controle biol6gico
de doencas de plantas, a exemplo de fungos do género Trichoderma e
actinobactérias (SAJID et al., 2011; BOUKAEW et al., 2011; OSKAY, 2011).

Trichoderma é um fungo hiperparasita, mitosporico que tem a fase sexuada
no Phylum Ascomycota, Classe Euasmycetes, Ordem Hypocreales, Familia
Hypocreaceae, género Hypocrea, sendo as espécies T. Harzianum, T. virens, e T.
viride as mais utilizadas como agentes de controle bioldégico de fitopatdgenos
(HERMOSA et al, 2000).

O sucesso de Trichoderma € devido a sua alta capacidade reprodutiva,
habilidade de sobreviver sob condi¢cdes desfavoraveis, eficiéncia na utilizacdo de
nutrientes, capacidade de modificar a rizosfera, alta agressividade contra fungos
fitopatogénicos e eficiéncia em promover o crescimento vegetal (BENITEZ et al.,,
2004), além de estimular os mecanismos de defesa da planta (YEDIDIA et al, 2001).

Actinobactérias sao bactérias Gram-positivas filamentosas. A maioria desse
grupo é saprofitica e encontram-se amplamente distribuidas no solo (KATSIFAS et
al., 1999). Actinobactérias sdo conhecidas pela sua capacidade de produzir uma
grande variedade de enzimas extracelulares e antibiéticos, e colonizar as plantas
(BARAKATE et al 2002).

As actinobactérias colonizam muito bem o solo por meio do desenvolvimento
de hifas. Sdo importantes na comunidade rizosférica, regido fortemente influenciada
pelas raizes que contém uma grande diversidade de micro-organismos (BENIZRI et
al., 2001), sendo capazes de influenciar no desenvolvimento das plantas e
protegerem as raizes contra 0s agentes patogénicos.

Devido ao efeito supressivo de micro-organismos de biocontrole ser muito
afetado pelas condicbes ambientais, o uso combinado de diferentes micro-
organismos no controle biolégico pode tornar este método mais eficiente, permitindo
melhores resultados em campo (GUETSKY et al. 2001).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar isolados de Trichoderma
spp. (formulados) e actinobactérias, utilizados de forma combinada ou isolada no
controle da podridao vermelha do sisal e na supressao de Aspergillus niger no solo.
Adicionalmente foi avaliado o potencial de colonizacdo endofitica de Trichoderma no

sisal.



95

MATERIAL E METODOS

Obtencéao dos isolados de micro-organismos

Os isolados de Trichoderma spp. foram obtidos a partir de amostras de solo de
areas com plantio de sisal, nos municipios da regido sisaleira da Bahia (Araci,
Campo Formoso, Jacobina, Retirolandia, Valente), coletadas na regido proxima as
raizes de plantas de sisal. O isolamento foi feito pela técnica da diluicdo seriada e
plaqueamento em meio BDA (batata, dextrose, agar) 1/5 com 1 mL L™ de Tormicina.
As culturas puras dos isolados foram identificadas (Tabela 1), conservadas a
temperatura ambiente em frascos de vidro esterilizados, contendo 4 mL de agua
destilada e esterilizada, identificados e fechados hermeticamente.

Treze isolados de Trichoderma foram enviados a empresa Sementes
Farroupilha - MG, que é especializada na formulacdo de micro-organismos, para o
desenvolvimento da formulacdo em pd, com a concentracdo do Trichoderma
expressa em Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs) por grama do formulado.

Os isolados de actinobactérias utilizados foram oriundos da Regido do
Recbncavo da Bahia, obtidos da colecdo de micro-organismos do Laboratério de
Microbiologia e Fitopatologia da UFRB, e ndo foram formulados. Estes isolados
foram pré-selecionadas por meio de ensaios realizados em etapas anteriores

(capitulo 2).
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Tabela 1. Identificacdo e localidade de isolamento dos isolados de Trichoderma

utilizados nos trabalhos.

Codificacéo Espécie Municipio/Localidade
TCSO01 T. harzianum Campo Formoso/Morrinhos
TCS09 T. viride Campo Formoso/Morrinhos
TCS28 T. virens Campo Formoso/Toca da Novilha
TCS31 T. harzianum Araci/ Area 2
TCS34 T. harzianum Araci/Area 2
TCS35 T. harzianum Araci/Area 2
TCS36 T. harzianum Retirolandia/Area 1
TCS39 T. virens Retirolandia/Area 1
TCS41 T. harzianum Retirolandia/Area 2
TCS42 T. harzianum Retirolandia/ Area 2
TCS43 T. virens Retirolandia/Area 2
TCS73 T. erinaceum Jacobina/Area 1
TCS76 T. harzianum Valente/Area 1

Antagonismo entre isolados de Trichoderma spp. em meio de cultura

Isolados de Trichoderma (T. viride — isolado TCSQ9, T. virens -TCS28, T.
harzianum-TCS34, T. harzianum -TCS35, T. harzianum -TCS36, T. virens -TCS39 e
T. virens -TCS43) provenientes de areas de producdo de sisal (Figura 1) e que
apresentaram antagonismo a A. niger, em experimentos realizados em laboratorio,
foram pareados em meio de cultivo BDA (batata, dextrose, agar) diluido para 1/5,
para a verificagdo do antagonismo entre esses isolados.

Para o pareamento, foi colocado em cada lateral da placa de Petri, um disco de
micélio de isolado de Trichoderma, ambos a 1,0 cm da borda da placa, em direcéo
oposta. Os tratamentos consistiram de diferentes combinagdes de isolados de
Trichoderma, pareados em placas de Petri. Os controles consistiram de placas de
Petri contendo apenas um isolado de Trichoderma, em uma lateral da placa. A partir
de cinco dias foi medido o tamanho da coldnia, por meio de medi¢do do raio da
colonia de Trichoderma, no sentido de seu crescimento para o centro da placa e

feita a comparacdo com o respectivo controle.
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Avaliacao das formulagbes de Trichoderma de forma combinada e isolada,

para o controle da podridédo vermelha.

O experimento foi conduzido no municipio de Ourolandia-BA e Cruz das Almas-
BA. Para o preparo da suspenséo, o formulado de Trichoderma foi adicionado a um
becker contendo agua, efetuando-se o calculo das UFCs (determinado no rétulo do
produto enviado pela empresa) de forma que a concentracéo ficasse em 10° esporos
mL™, sendo avaliadas 12 formulagdes (T. harzianum — isolado TCS31, T. harzianum
- TCS42, T. harzianum - TCS76, T. harzianum - TCSO01, T. harzianum - TCS41, T.
harzianum - TCS35, T. virens - TCS28, T. virens -TCS43, T. virens - TCS39, T.
erinaceum - TCS73, T. harzianum - TCS34, T. viride - TCS09) e 7 combinacgdes (C1
(TCSO1+TCS76); C2 (TCS09+TCS76); C3 (TCS28+TCS76); C4 (TCS34+TCS76);
C5 (TCS35+TCS76); C6 (TCS43+TCS76) e C7 (TCS09+TCS35+TCS76)).

Mudas de sisal com 20 a 30 cm de altura foram transplantadas para sacos
pretos de polietileno (sacos para mudas), contendo 3 litros de solo. Para a
inoculacdo, foram feitos ferimentos padronizados com quatro furos em pontos
equidistantes ao redor do caule de cada muda. As formulacdes de Trichoderma, e
suas combina¢Bes foram aplicadas no caule da planta e superficie do solo, com
adicdo de 1 mL da suspensdo por planta. Apos 24 horas de inoculagcdo com
Trichoderma, a regido do caule foi inoculada com uma suspensao de A. niger, por
meio da adicdo de 1 mL de uma suspensdo de esporos na concentracdo de 10’
esporos mL™. A avaliacdo da doenca foi realizada aos 30 dias apds a inoculacdo das
mudas, por meio do corte da planta e observacdo da presenca dos sintomas no
caule, com escala de notas de severidade da doenca desenvolvida por Sa (2009). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 15 repeti¢cdes.

Os dados foram transformados para Indice de Severidade da Doenca,
conforme McKinney (1923), por meio da formula:

%(Grau da escala x frequéncia)x100

indice de severidade da doenca = , —
n? total de unidades x grau maximo da escala

Realizou-se a analise de Clusters em funcdo do indice de severidade da

doenca com base em distancia Euclidiana, utilizando o método de Ward de

agrupamento.
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Supressao de Aspergillus niger por combinagcfes de isolados de Trichoderma
no solo.

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia de combinacbes de Trichoderma no
controle de A. niger em solo da regido sisaleira da Bahia, foram realizados
experimentos com isolados de Trichoderma pré-selecionados.

Amostras de solos das é&reas produtoras de sisal foram coletadas e
acondicionadas em recipientes plasticos com capacidade para 100 mL (60 g de solo
por recipiente). Os tratamentos consistiram da infestacdo do solo, acrescido de
residuo de sisal, com uma suspensdo de esporos de A. niger e diferentes
combinac¢des de isolados de Trichoderma formulados (ambos na concentracédo de
10" esporos . mL™). O controle negativo consistiu do solo infestado apenas com
suspensao de A. niger e o controle positivo foi o solo sem infestagéo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repeti¢cdes.
As microparcelas constituidas pelo solo infestado com os micro-organismos e o
controle foram mantidas em camara incubadora tipo B.O.D, a 32°C, com umidade do
solo mantida a 20%, sendo controlada por meio do peso e reposicdo de agua nos
recipientes com o solo. Sub-amostras das microparcelas foram avaliadas a cada
sete dias com retirada de 10 gramas de solo, pelo método de diluicdo seriada e
plagueamento em meio seletivo para Trichoderma (meio TSM: 0,2 g de
MgS0,4.7H,0; 0,9 g de KH,POy4; 0,15 g de KCI; 1 g de NH4NOg3; 3 g de dextrose;
0,15 g de rosa de bengala; 3 ml de Triton 100; 2 ml/L de Carbendazim diluido em
acetona; 15 g de agar, 1 L de agua destilada esterilizada e 1 mL de tormicina, sendo
este adicionado no momento de verter o meio). Também foi feito o plaqueamento
em meio semi seletivo para A. niger, BDA com 6% de NaCl e 1 mL L™ de tormicina.
As placas foram incubadas por trés dias a temperatura ambiente (28+2 °C). Fez-se a
contagem das UFCs e o célculo por grama de solo, para avaliacdo da flutuacéo
populacional do patégeno e do antagonista.

As areas abaixo das curvas (AAC) geradas foram calculadas pela fomula descrita

por Shaner; Finney (1977):

AAC =X, =[(Yiig + Yi)/2] X [(Tisy - TE)]
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1114

Onde: n é o nimero de observacdes; Yi é o nimero de UFCs g solo™ na “’-
ésima observacao; Ti é o tempo em dias na “i’-ésima observacéao.

Os dados foram comparados pelo teste de comparacédo de médias de Tukey a
5% de probabilidade.

Avaliacdo de isolados de actinobactérias e Trichoderma aplicados de forma

combinada e isolada para o controle da podridao vermelha.

Isolados de actinobactérias (AC12, AC16, AC19, AC24 e AC92), selecionados
de acordo com resultados de pesquisas anteriores, foram multiplicados em meio de
cultivo AGS sdlido e incubados a temperatura ambiente por 14 dias. Apos
crescimento foram retirados cinco discos do meio com a cultura das actinobactérias,
sendo estes transferidos para frascos de Erlenmeyer de 250 ml, contendo meio de
cultivo AGS liquido, sendo incubados sob agitacdo em mesa agitadora durante 14
dias, para a obtencéo do inéculo de actinobactérias.

Para o preparo de uma suspensdo de Trichoderma, o formulado de
Trichoderma harzianum, isolado TCS76 foi adicionado a um becker contendo agua,
de forma que a concentragéo ficasse em 10° esporos mL™, por meio do calculo das
UFCs determinada no roétulo do produto pela empresa.

Mudas de sisal com 20 a 30 cm de altura foram transplantadas para sacos
pretos de polietileno (sacos para mudas), contendo 3 litros de solo. Para a
inoculagcdo foram feitos ferimentos padronizados com quatro furos em pontos
equidistantes ao redor do caule de cada muda, onde foram inoculadas com as
suspensdes de actinobactérias e do isolado TCS76 de T. harzianum de forma
isolada e combinada, por meio da adicdo de 1 mL de cada suspensao ou da mistura
das suspensoes.

Os tratamentos constituiram de quatro isolados de micro-organismos (AC12,
AC19, AC92 e T. harzianum - TCS 76) e sete combinacbes desses micro-
organismos: C1 (AC92 + AC12); C2 (AC92 + AC19); C3 (AC12 + AC19); C4 (AC12 +
AC19 + AC92); C5 (TCS76 + AC92); C6 (TCS76 + AC12) e C7 (TCS76 + AC19).

Os controles foram constituidos de aplicacdo somente de meio AGS (controle

positivo) e A. niger (controle negativo).
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As mudas permaneceram no campo, no municipio de Ourolandia-Ba e em
casa de vegetacado no municipio de Cruz das Almas. Apos 15 dias, as mudas foram
lesionadas novamente, como descrito anteriormente, e inoculadas com A. niger, por
meio da aplicacdo de 1 mL de uma suspensdao de esporos de A. niger na
concentracdo 10’ conidios mL™. As avaliacdes foram realizadas 30 dias apés a
inoculagcdo com A. niger, por meio do corte da planta e observacdo da severidade
por meio de escala de notas proposta por S& (2009). O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com 15 repeticdes.

Os dados foram transformados para indice de Severidade da Doenga,
conforme McKinney (1923), por meio da férmula:

%(Grau da escala x frequéncia)x100

indice de severidade da doenca = , —
n? total de unidades x grau maximo da escala

Realizou-se a analise de Clusters em funcdo do indice de severidade da

doenca com base em distancia Euclidiana, utilizando o método de Ward de

agrupamento.

Avaliacdo do potencial de colonizagcdo de plantas de sisal com os melhores
isolados de Trichoderma

Mudas de sisal foram transplantadas para copos de plastico perfurados, com
500 mL de solo e mantidas em casa de vegetacdo, com irrigacdo periddica, no
municipio de Cruz das Almas. Para inoculacao foram feitos dois furos padronizados
ao redor do caule de cada muda, sendo aplicados 2 mL das suspensdes das
formulacbes e suas combinacfes, nessas lesdes do caule, conforme descrito

anteriormente.

Para preparo da suspensao de indculo, os formulados dos isolados (T. viride -
TCS09 e T. harzianum, isolados TCS34, TCS35 e TCS76) e as combinacdes de
Trichoderma C2 (TCS09 + TCS76) e C4 (TCS34 + TCS76) foram diluidos em agua
destilada esterilizada, até atingir a concentracao final de 10° esporos. mL™. Foram
avaliadas as quatro formulagcdes de Trichoderma e duas combinagbes das

formulagcbes preparadas pela Empresa Sementes Farroupilha, com isolados
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selecionados em trabalhos anteriores para o controle da podriddo vermelha do sisal.
O controle positivo foi constituido de mudas nao inoculadas, com adicdo de agua
nos ferimentos do caule. O experimento foi inteiramente casualizado com sete
tratamentos (T1: C+ (controle positivo contendo apenas agua); T2: C4 (combinacéo
dos formulados dos isolados TCS34 e TCS76); T3: (formulado do isolado TCS09);
T4: C2 (combinacao dos formulados dos isolados TCS09 e TCS76); T5: (formulado
do isolado TCS35); T6: (formulado do isolado TCS76) e T7: (formulado do isolado
TCS34), com trés repeticoes.

Para avaliacdo da colonizacdo, trés plantas de cada tratamento foram
coletadas a cada sete dias, por um periodo de trés semanas consecutivas. No
laboratorio, as plantas foram lavadas em agua corrente, fez-se a separacéo do caule
e folhas e pedacos desses orgdos foram desinfestados com hipoclorito de sodio
diluido a 1% (2 minutos), alcool diluido a 70% (2 minutos) e lavados trés vezes com
agua destilada esterilizada. Os pedacos de tecido desinfestados foram transferidos,
com auxilio de uma pinca esterilizada, para placas de Petri com meio TSM (meio
BDA acrescido de: 0,2 g de MgS0O4.7H,0; 0,9 g de KH,PO4; 0,15 g KCI; 1 g de
NH4NO3; 3 g de dextrose; 0,15 g de Rosa de Bengala; 3 mL de Triton X100 e 2 mL
de Carbendazim (solucdo estoque 0,05mL/L)) com 1 mL . L™ de tormicina. O ensaio
foi incubado em camara de crescimento tipo B.O.D a 28 °C por cinco dias. Apos a
incubacédo, visualizou-se a presenca ou ndo do crescimento de Trichoderma nos

tecidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os isolados de Trichoderma cresceram bem no meio BDA diluido para
20%. O teste de antagonismo entre os isolados de Trichoderma indicou que, quando
pareados em meio de cultura solido, os isolados apresentam crescimento micelial
reduzido, em comparagdo com 0s respectivos controles (Figura 1). O estudo de
antagonismo entre o0s isolados faz-se necessario para os trabalhos com a
combinacdo de diferentes isolados de micro-organismos, com potencial para o

controle de doencas de plantas.
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Figura 1. Raio da colbnia de isolados de Trichoderma pareados em placas de Petri com
meio de cuktivo BDA 20%. (A) T. viride-TCSQ9, (B) T. virens-TCS28, (C) T. harzianum-
TCS34, (D) T. harzianum-TCS35, (E) T. harzianum-TCS 36, (F) T. virens-TCS 39 e (G) T.
virens-TCS43. AvaliagOes realizadas em 0, 4, 8 e 12 dias. Barras representam o erro

padrdo da média
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Figura 2. Pareamento com isolado de Trichoderma TCS09 (A) Controle, (B) TCS09 X
TCS28, (C)TCS09 X TCS 34 (D) TCS09 X TCS 35 (E) TCS09 X TCS 36, (F) TCS09 X
TCS39 e (G) TCS09 X TCS 43.

As formulagbes desenvolvidas pela Empresa Sementes Farropilha e as
combina¢cBes das formulacbes dos melhores isolados de Trichoderma foram
avaliadas para o controle da podriddo vermelha em mudas de sisal, nas condi¢cdes
climaticas da regido sisaleira de Ourolandia e de Cruz das Almas, na Bahia. Os
trabalhos realizados com 12 formulagcbes e 7 combinagcbes de isolados de
Trichoderma, nas condicdbes de semiarido do municipio de Ourolandia,
demonstraram que os formulados com os isolados de Trichoderma utilizados de
forma isolada ou combinada promoveram a reduc¢éo significativa da severidade da
podriddo vermelha em mudas de sisal (Figura 3), pois cinco isolados de Trichoderma
(T. virens - TCS43 e TCS28; T. harzianum - TCS76 e TCS35 e T. viride - TCS09),
além de todas combinacdes, exceto a C6 (T. virens - TCS43 + T. harzianum -
TCST76). Estes isolados e as combinac6es foram agrupados pela anélise de clusters
proximo ao controle positivo ndo inoculado, indicando o seu potencial para o controle

desta doenca.
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Figura 3. Representacdo grafica da analise de Clusters em funcdo do indice de severidade da podriddo vermelha do sisal em
mudas inoculadas com isolados de Trichoderma formulados pela empresa Sementes Farroupilha, aplicados na planta de forma
combinada e isolada e, ap6s 24 horas, inoculadas com A. niger, no municipio de Ourolandia-BA. CT(-) corresponde ao controle
negativo (mudas inoculadas apenas com A. niger), CT(+) corresponde a mudas ndo inoculadas. C1 (TCSO1+TCS76); C2
(TCS09+TCS76); C3 (TCS28+TCS76); C4 (TCS34+TCS76); C5 (TCS35+TCS76); C6 (TCS43+TCS76); C7
(TCS09+TCS35+TCS76). Os dados foram analisados com base em distancia Euclidiana, utilizando o método de agrupamento de
Ward.
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Entretanto, observou-se uma incidéncia de 46,67% no tratamento com a
combinacédo C4, que correspondem aos isolados de T. harzianum TCS34 e TCS76,
gque possuem a menor incidéncia entre todos os tratamentos no municipio de
Ourolandia (Tabela 2).

Tabela 2. Incidéncia da podridao vermelha do sisal em mudas inoculadas com A.
niger e diferentes isolados de Trichoderma formulados, aplicados isoladamente e
combinados, em experimentos realizados nos municipios de Cruz das Almas e
Ourolandia-BA.

Isolados / Combinacdes Ourolandia (%) Cruz das Almas (%)
TCS01 86,67 40,00
TCS09 66,67 33,33
TCS28 73,33 33,33
TCS31 86,67 13,33
TCS34 100,00 60,00
TCS35 60,00 80,00
TCS39 100,00 40,00
TCS41 100,00 100,00
TCS42 100,00 100,00
TCS43 86,67 33,33
TCS73 93,33 53,33
TCS76 60,00 33,33

C1(TCS01+TCS76) 66,67 66,67
C2(TCS09+TCS76) 60,00 33,33
C3(TCS28+TCS76) 80,00 40,00
C4(TCS34+TCS76) 46,67 20,00
C5(TCS35+TCS76) 66,67 33,33
C6(TCS43+TCS76) 86,67 46,67
C7(TCS09+TCS35+TCS76) 73,33 66,67
Controle negativo 86,67 93,33
Controle positivo 6,67 13,33

No experimento conduzido no municipio de Cruz das Almas (Figura 4), foram
obtidas melhores respostas na reducédo da severidade da podriddao vermelha do
sisal, para os tratamentos contendo os isolados T. harzianum -TCS31, TCS42 e
TCS76; T. virens - TCS43 e T. viride - TCS09, aplicados isoladamente e as
combinagdes C2 (T. viride - TCS09 + T. harzianum - TCS76) e C4 (T. harzianum -
TCS34 + T. harzianum - TCS76). Dentre esses tratamentos, a combinacdo C4
promoveu uma menor incidéncia da doenca, observando-se apenas 20% de plantas

sintomaticas (Tabela 2).
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Figura 4. Representacao gréafica da analise de Clusters em func¢do do indice de severidade da podriddo vermelha do sisal em mudas
inoculadas com isolados de Trichoderma formulados pela empresa Sementes Farroupilha, aplicados na planta de forma combinada e
isolada e, ap0s 24 horas, inoculadas com A. niger, no municipio de Cruz das Almas-BA. CT(-) corresponde ao controle negativo
(mudas inoculadas apenas com A. niger), CT(+) corresponde a mudas néo inoculadas. C1 (TCSO1+TCS76); C2 (TCS09+TCS76); C3
(TCS28+TCS76); C4 (TCS34+TCS76); C5 (TCS35+TCS76); C6 (TCS43+TCS76); C7 (TCSO09+TCS35+TCS76). Os dados foram
analisados com base em distancia Euclidiana, utilizando o método de agrupamento de Ward.
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Dentre as formulacdes dos isolados de Trichoderma, as com T. viride -TCSQ9,
T. virens - TCS43 e T. harzianum - TCS76 foram as que apresentaram os melhores
resultados na reducédo da severidade da doenca, para os dois ambientes estudados,
além das combinac¢des C2 (T. viride - TCS09 + T. harzianum - TCS76) e C4 (T.
harzianum - TCS34 + T. harzianum - TCS76).

Apesar de diminuir a severidade e incidéncia da doenca a um nivel de
13,33%, nas condicbes do experimento realizado em Cruz das Almas, o T.
harzianum, isolado TCS31, nao foi eficiente nas condi¢cdes de Ourolandia, indicando
gue as condi¢cdes ambientais interferem de forma significativa na resposta do agente
de biocontrole.

Segundo Guetsky et al. (2001), as maiores limitacdes do controle biolégico de
doencas de plantas sdo os fatores ambientais, que frequentemente resulta na ndo
repetibilidade dos resultados em locais com condi¢cdes ambientais diferenciadas.

Apesar das combinacdes C2 e C4 serem eficientes nas duas condi¢des
ambientais avaliadas, ndo podemos concluir que houve potencializacdo do efeito de
biocontrole por estas combinacdes de isolados, pois a combinacdo C2 é composta
por isolados que responderam de forma significativa nos dois ambientes, quando
testados em separado, e a combinacdo C4 é composta pelo isolado T. harzianum -
TCS76, que também reduziu significativamente a severidade e incidéncia da doenca
nos dois experimentos. Provavelmente, o efeito positivo das combinacdes ocorreu
devido ao isolado TCS76 de T. harzianum, pois nos demais tratamentos com esse
isolado houve uma tendéncia de diminui¢cdo da incidéncia da doenca.

A combinacdo de agentes de biocontrole, especialmente quando estes
exibem modos complementares de acéo, tem revelado a correcédo de varios fatores
negativos nos produtos biolégicos, por envolver géneros e espécies de micro-
organismos com mecanismos diferentes de sobrevivéncia e acao (ELAD et al.,,
1994;. GUETSKY et al., 2001; SZCZECH; SHODA, 2004, SZCZECH; SHODA 2006;
LI et al.,, 2005). Entretanto, no presente trabalho, a combinacéo de isolados né&o
promoveu maior eficiéncia no controle da podriddo vermelha do sisal.

Diversos trabalhos tem revelado o sucesso das espécies de Trichoderma no
controle de varias doencas de plantas (YEDIDIA et al., 2001; SHARON et al., 2001;
OKIGBO; IKEDIUGWU, 2000; ETEBARIAN et al., 2000; BURNS; BENSON, 2000),
com as espeécies T. virens, T. viride e T. harzianum sendo as mais descritas no

controle biologico de doencas de plantas.
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Quanto ao efeito supressivo de formulacdes de Trichoderma a A. niger no
solo, houve uma queda na populacéo tanto de A. niger quanto de Trichoderma, que

se estabilizou com o tempo (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Avaliagdo do comportamento de A. niger no solo tratado com diferentes
combinacgdes de formulados de Trichoderma. T1 (C(+), agua destilada); T2 (C(-),
apenas A. niger); T3 (TCS09+TCS34 e A. niger); T4 (TCS09+TCS76 e A. niger); T5
T5 (TCS34+TCS76) e A. niger); T6 (TCS09+TCS 34+TCS76) e A. niger).

As areas abaixo da curva indicam que ndo ocorreu diferenga significativa

, ox wn .

por Trichoderma no solo. Também houve um decréscimo da populacional do

controle negativo, infestado apenas com A. niger (Tabela 3).



109

Tabela 3. Area abaixo da curva da supressdo de A. niger por Trichoderma,
aplicados em formulag&o de forma isolada e combinada em solo da regidao produtora

de sisal do semiarido baiano.

Tratamentos

Area abaixo da curva

T1- Controle positivo
T2- Controle negativo
T3- TCS09+TCS34
T4- TCS09+TCS76
T5- TCS34+TCS76

T6- TCS09+TCS 34+TCS76

Oa

3,40 x 10* b
3,47 x 10* b
2,64 x10*b
2,50 x 10*b
2,59 x 10*b

Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si segundo o teste de comparacéo
de médias de Tukey a 5% de probabilidade.

A avaliagéo da sobrevivéncia dos isolados de Trichoderma aplicados ao solo,

de forma combinada (mistura de isolados), demonstrou que ao longo do tempo

ocorre uma queda muito drastica da populacdo de Trichoderma (Figura 6). Moreira e

Siqueira (2002), afirmam que o fungo tende a diminuir sua populag&o para garantir a

sobrevivéncia, pois a populacdo elevada do fungo no solo consome rapidamente os

nutrientes necessarios para a sua sobrevivéncia, havendo a necessidade de

prevenir a explosdo populacional no sentido de promover o equilibrio microbiolégico

do solo.
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Figura 6. Avaliagdo do comportamento de Trichoderma no solo tratado com
diferentes combinac¢des de Trichoderma formulados. T1 (C(+), &gua destilada); T2
(C(-), apenas A. niger ); T3 (TCS09+TCS34 e A. niger); T4 (TCS09+TCS76 e A.
niger); TS (TCS34+TCS76) e A. niger); T6 (TCS09+TCS 34+TCS76) e A. niger).
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Os agentes de controle bioldégico de patdgenos habitantes do solo devem
sobreviver competitivamente, atingindo um limiar populacional necessério ao
biocontrole, onde uma pequena redu¢cdo na populacdo do patdgeno pode ter um
efeito consideravel na eficacia do controle (RAAIJMAKERS et al., 1995).

As areas abaixo da curva de sobrevivéncia de Trichoderma no solo (Tabela 4)
indicam a maior sobrevivéncia no tratamento T3 (T. viride - TCS09 + T. harzianum -
TCS34). Isso implica na baixa competicdo desses isolados entre si, 0 que € positivo
guando se deseja utilizar misturas de formulacdes de Trichoderma para o controle

da podriddo vermelha do sisal.

Tabela 4. Area abaixo da curva da sobrevivéncia de Trichoderma, aplicados em
formulacdo de forma isolada e combinada em solo da regido produtora de sisal do

semiarido baiano.

Tratamentos Area abaixo da curva
T1- Controle positivo Oc

T2- Controle negativo Oc

T3- TCS09+TCS34 2,86 x 10%a

T4- TCS09+TCS76 0,96 x 10* bc
T5- TCS34+TCS76 1,90 x 10* ab
T6- TCSO09+TCS 34+TCS76 1,78 x 10* ab

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si segundo o teste de comparagéo
de médias de Tukey a 5% de probabilidade.

O experimento conduzido em Cruz das Almas, no campus da UFRB, com o
objetivo de avaliar combinacGes de actinobactérias e Trichoderma no controle da
podriddo vermelha do sisal, demonstrou que T. harzianum, isolado TCS76 promoveu
a reducao na severidade da doenca (Figura 7). A maior reducédo na incidéncia da
doenca também ocorreu no tratamento com esse isolado de Trichoderma (T.
harzianum-TCS76), inoculado isoladadamente, com 50% das mudas apresentando

sintomas de podriddo vermelha do sisal (Tabela 5).
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Figura 7. Representacéo gréfica da andlise de Clusters em funcdo do indice de severidade da podriddo vermelha do sisal em mudas
inoculadas com isolados de Trichoderma spp. formulados e actinobactérias, de forma isoladas ou combinadas e ap6s 15 dias
inoculadas com A. niger no municipio de Cruz das Almas. C(-) corresponde ao controle negativo (inoculado apenas com A. niger); C(+)
corresponde a nao inoculagao; C1 (AC92 + AC12); C2 (AC92 + AC19); C3 (AC12 + AC19); C4 (AC12 + AC19 + AC92); C5 (TCS76 +
AC92); C6 (TCS76 + AC12); C7 (TCS76 + AC19). Os dados foram analisados com base em distancia Euclidiana, utilizando o método
de agrupamento de Ward.
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Apesar das actinobactérias terem uma boa capacidade de sobrevivéncia nos
solos (ZVYAGINTSEYV et al., 2001), estas geralmente apresentam desenvolvimento
lento em relacdo aos fungos de género Trichoderma que sdo mais competivos que
as actinobactérias, principalmente por esses isolados de Trichoderma serem

oriundos de areas de cultivo de sisal da regido semiarida.

Tabela 5. Incidéncia da podriddo vermelha do sisal em mudas inoculadas com
actinobactérias e Trichoderma harzianum (isolado TCS76) isoladamente ou
combinados*.

Isolados / Combinacdes

Incidéncia (%)

AC12 100

AC19 100

AC92 70

T. harzianum (TCS76) 50
C1 (AC92+AC12) 70
C2 (AC92+AC19) 80
C3 (AC12+AC19) 70

C4 (AC92+AC12+AC19) 100
C5 (AC92+TCS76) 60

C6 (AC12+TCS76) 100
C7 (AC19+TCS76) 70

Controle negativo 100
Controle positivo 0

*Experimento realizado em casa de vegetacdo em Cruz das Almas-BA. Controle negativo
corresponde a inoculagdo apenas com A. niger. Controle Positivo corresponde a néo
inoculacéo.

Devido a capacidade competitiva e a alta agressividade, os fungos do género
Trichoderma estdo entre os antagonistas mais estudados, pois sdo encontradas
naturalmente em quase todos os tipos de solo e agem contra fitopatdgenos por
diferentes mecanismos (HARMAN et al., 2004; SHORESH et al., 2005; VITERBO et
al., 2005; PERAZZOLLI et al., 2008; VINALE et al., 2008; BENITEZ et al, 2004),
sendo as espécies T. harzianum, T. virens e T. viride as mais utilizadas como
agentes de controle biolégico de fitopatdbgenos (HERMOSA et al, 2000).

Os tratamentos com combinagdes ndo reduziram a severidade da doenga nas

condi¢gbes de Cruz das Almas-BA. Apesar dos micro-organismos combinados néo
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apresentarem efeito significativo no controle da podriddo vermelha do sisal, em
geral, um controle eficaz de agentes patogénicos fungicos de plantas requer
estratégias integradas (XIAO et al. 2002).

Ezzyyani et al., (2007), estudaram o efeito do uso combinado de Trichoderma
harzianum e Streptomyces rochei no controle da podriddo radicular da pimenteira,
causada por Phytophthora capsici, demonstrando que o uso combinado desses
micro-organismos potencializou o controle.

Os testes com aplicacdo de Trichoderma na formulacdo elaborada pela
empresa Sementes Farroupilha, com o objetivo de verificar a coloniza¢éo endofitica
das mudas de sisal por Trichoderma, realizados nas condi¢ées do municipio de Cruz
das Almas-BA, demonstraram que todos os isolados apresentam o potencial de
colonizacdo endofitica tanto no caule como na folha, destacando-se o T. harzianum
(isolado TCS34) (Figura 8 e 9). Entretanto, esse isolado quando aplicado de forma
isolada, sem a combinacdo de isolados, ndo apresentou efeito na reducédo da

severidade da doenca (Figura 3 e 4).
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Figura 8. Frequéncia da colonizag&o por Trichoderma em fragmentos de caule e folha de
mudas de sisal tratadas com formulacdes de diferentes isolados de Trichoderma. Os
fragmentos do caule foram desinfestados e plaqueados em meio de cultivo TSM, sendo
avaliados em 7, 14, 21 e 28 dias ap0s inoculagao.

— NS

Figura 9. Crescimento de Trichoderma em placas de petri com meio TSM, onde
foram colocadas fragmentos de folha e caule desinfestadas, coletadas de mudas
de sisal tratadas com formulados de Trichoderma.
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Endofitos sdo descritos como micro-organismos que estabelecem uma
relacdo de endosimbiose com plantas, em que as plantas recebem beneficios
ecologicos da presenca dos simbiontes, tais como a capacidade para aumentar a
tolerancia ao estresse ou a promocao do crescimento de plantas (HASEGAWA et al.
2006). Essa capacidade de sobreviver na planta pode conferir uma protecado das
mudas de sisal a infeccdo por Aspergillus, favorecendo a formacéo de mudas livres
de doencas, caso os isolados de antagonistas tenham algum efeito positivo no

biocontrole da doenca.

CONCLUSOES

O uso combinado de Trichoderma e actinobactérias ndo potencializou o
controle biolégico da podridao vermelha do sisal.

As condi¢des edafocliméticas influenciam no controle biol6gico da podridao
vermelha do sisal por Trichoderma e actinobactérias.

Os isolados TCS76 de Trichoderma harzianum, TCS43 de T. virens e TCS09
de T. viride tem potencial para o controle da podriddo vermelha do sisal, nas
condic¢des edafoclimaticas de Ourolandia e Cruz das Almas-BA.

Os isolados de Trichoderma néo controlam A. niger quando aplicados no solo.

Trichoderma tem capacidade de colonizacdo endofitica no sisal.
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CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da maioria dos isolados de Trichoderma se mostrarem eficientes no
controle de A. niger, quando avaliados em segmentos de caule da planta, em
condicBes de laboratoério, esses resultados ndo se repetem em campo, devido a
varios fatores ndo controlaveis que interferem na acdo dos micro-organismos no
controle da doenca. Assim, fez-se necessaria a avaliacdo de todos os isolados de
Trichoderma no campo, sendo observados comportamentos diferentes desses
isolados em cada ambiente estudado. Esse comportamento diferenciado nos
ambientes é considerado normal, quando se trata de controle biolégico de doencas
de plantas, sendo uma das limitagcdes mais importantes do biocontrole.

Os isolados de Trichoderma que tiveram efeito positivo na reducédo da doenca
em mudas de sisal, nos experimentos realizados em diferentes municipios, bem
como outras combinacdes de isolados, devem ser mais investigados em outras
condi¢cbes, permitindo maior seguranca na recomendacdo de um produto para o
controle da doenga no campo.

Os trabalhos de supressdo de A. niger no solo por Trichoderma e
actinobactérias ndo apresentaram resultados satisfatorios, nas condicoes em que os
experimentos foram conduzidos, provavelmente devido ao patdgeno ser mais
competitivo no solo do que os isolados de Trichoderma e actinobactérias estudados
até o momento, e a umidade do solo utilizada nos experimentos foi muito baixa, o
que pode ter interferido na acdo do micro-organismo agente de controle bioldgico.

As tentativas de provocar os sintomas de podriddao vermelha na planta por
meio da infestacdo do solo com diferentes concentracdes de indculo de A. niger ndo
foram eficientes, portanto todos os experimentos realizados foram por meio de
inoculacdo das mudas de sisal com ferimento, o que facilita a infeccéo por A. niger e
dificulta os estudos de selecdo de micro-organismos com potencial para o

biocontrole da doenca.
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Apesar das actinobactérias se multiplicarem bem no residuo de sisal e
apresentarem efeito antagbnico a A. niger nos trabalhos em laboratério, ndo foram
eficientes no controle da podriddo vermelha do sisal no campo, nas condi¢cdes
avaliadas. A formulacdo correta dessas actinobactérias, bem como outras formas
de aplicacdo, precisam ser mais investigados, na busca de estratégias de reducéo
do efeito ambiental no micro-organismo, potencializando a sua capacidade de
controle da doenca em diferentes condicbes ambientais.

Apesar da formulagéo de Trichoderma em residuo de sisal com protetor solar
ndo permitir a sobrevivéncia do agente de biocontrole, a protecdo solar € uma
alternativa que permite a protecdo dos esporos a radiacao solar por um periodo de
duas horas, sendo positivo na aplicacdo de formulados ao final do dia, por permitir
uma protecdo durante o periodo de incidéncia solar, ou seja, antes do inicio do
periodo noturno.

A producéo de sisal vem ocorrendo ao longo de mais de trés décadas sem
qualquer manejo adequado da cultura, sem adubacdo, reposicdo de matéria
organica, irrigacdo, entre outros manejos e vem sendo plantado como monocultura,
sem espacamento adequado e sem a retirada dos rebentbes, formando tufos de
plantas. Estas condicdes de plantio e o aumento da incidéncia da podridao
vermelha, sem a adocdo de medidas de controle, sugerem que este fungo, A. niger,
considerado um fungo oportunista ou patdégeno secundario, ataca o sisal devido as
condi¢cdes de elevado estresse por temperatura, deficiéncia hidrica e nutricional,
devido aos baixos teores de matéria organica do solo e pode estar associado ao
fenbmeno de aquecimento global, ou seja, um patégeno emergente, devido as
mudancas climaticas e as condicbes de monocultivo e manejo inadequado da
cultura.

O biocontrole com isolados selecionados de Trichoderma é uma alternativa,
mas esta deve ser associada a técnicas de manejo que favorecam a reposicdo de
matéria organica e melhoria da fertilidade do solo.

O uso combinado desses isolados de micro-organismos avaliados néo foi
eficiente no controle da podriddo vermelha do sisal nas mudas inoculadas. Apenas a
combinacdo de algumas formulagbes de isolados de Trichoderma diminuiu a
populacao de A. niger no solo. Isso pode ter um efeito positivo a longo prazo, com a
reducdo de plantas infectadas e potencial de inéculo do patégeno e,

consequentemente, a reducdo na incidéncia da doenca.
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Mais estudos que identifiquem estratégias integradas de controle da doenca
sd0 necessérios, principalmente com fertilizacdo, manejo correto da cultura e
utilizacdo de mudas sadias, pois uma unica estratégia de controle da doenca nédo é
suficiente para findar a ameaca da podriddo vermelha nos plantios de sisal do

Nordeste.



