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PODRIDAO VERMELHA DO SISAL: CONTROLE COM Trichoderma spp.,
ESCALA DE NOTAS E ESTUDOS HISTOPATOLOGICOS

Autor: Leonardo de Oliveira Barbosa

Orientadora: Dra. Ana Cristina Fermino Soares

RESUMO: A podriddo vermelha causada pelo fungo Aspergillus welwitschiae é o
principal problema fitossanitario da cultura do sisal (Agave sisalana Perrine).
Estudos cientificos sobre esta cultura em geral, e mais especificamente sobre a
podriddo vermelha, historicamente tém sido negligenciados. Este trabalho teve
como objetivos: i) elaborar e validar uma escala de notas para quantificacdo da
podriddo vermelha no sisal, ii) estudar aspectos histolégicos e histoquimicos dos
tecidos internos do caule de plantas de sisal com sintomas da podriddo vermelha
e iii) selecionar isolados de Trichoderma spp.. para o controle desta doenca e
estudar a nivel tecidual a interacao Trichoderma - A. welwitschiae — A. sisalana. A
escala foi elaborada com seis niveis de severidade (0: 0%, 1: < 5%, 2: 7-20%, 3:
22-45 %, 4. 50 - < 78%, 5:> 78% da area afetada), sendo validada por 12
avaliadores (com e sem treinamento). A escala proposta é de facil uso e fornece
resultados acurados e precisos (90%). No estudo anatdmico foi evidenciado que a
podriddo vermelha esta presente em todo o parénquima fundamental. O patdgeno
foi encontrado nos elementos de vaso e em células do parénquima. As células
infectadas pelo patdégeno apresentam parede celular degradada e sem formato
definido, evidenciando que o patdgeno atua como um fungo necrotréfico. O A.
welwitschiae também age como patdgeno vascular, colonizando os vasos do
xilema. Em resposta a infeccao, a planta ativa alguns mecanismos de defesa tais
como lignificacdo da parede celular, obliteracdo dos elementos de vaso e
producdo de compostos fendlicos. Os isolados de Trichoderma spp. inibiram a
germinacdo de esporos, o0 crescimento micelial e a esporulacdo de A.
welwitschiae e promoveram significativa reducdo da incidéncia (70-93%) e
severidade (97%) da doenca em mudas de sisal. Cortes transversais do caule de
plantas tratadas com Trichoderma spp. e infectadas por A. welwitschiae
demonstram que o patdégeno e o avanco da doenca foram contidos por camadas
de células parenquimaticas lignificadas. Hifas, conidiéforos e conidios de

Trichoderma spp. foram encontrados nos tecidos caulinares.

Palavras-chave: A. sisalana, A. welwitschiae, Patometria, Histologia, Lignificagc&o.



SISAL BOLE ROT DISEASE: CONTROL WITH Trichoderma spp., SCALE OF
NOTES AND HISTOPATHOLOGICAL STUDIES

Author: Leonardo de Oliveira Barbosa
Advisor: Dra. Ana Cristina Fermino Soares

ABSTRACT: The bole rot disease caused by the fungus Aspergillus welwitschiae
is the main phytosanitary problem of sisal crop (Agave sisalana Perrine). Scientific
studies on this crop in general, and more specifically on bole rot disease, have
historically been neglected. This work aimed to: i) elaborate and validate a scale
for quantification of sisal bole rot disease, ii) study histological and histochemical
aspects of the internal tissues of the stem of sisal plants with symptoms of bole rot
disease and iii) select isolates of Trichoderma spp. for control of sisal bole rot and
to study at the tissue level the interaction Trichoderma - A. welwitschiae - A.
sisalana. The scale was elaborated with six levels of severity (0: 0%, 1: £ 5%, 2: 7-
20%, 3: 22-45%, 4: 50 - < 78%, 5: 78% of the affected area), being validated by 12
evaluators (with and without training). The proposed scale is easy to use and
provides accurate and accurate results (90%), however the evaluators should be
trained for the assessments. In the anatomical study, the pathogen was found in
the vessel elements and in parenchyma cells. Bole rot disease is present in all the
fundamental parenchyma. The cells infected by the pathogen had degraded and
unformed cell walls, which indicates that it acts as a necrotrophic fungus. In
addition, A. welwitschiae also acts as a vascular wilt pathogen that colonizes the
xylem vessels. In response to infection, the plant produces some defense
mechanisms such as lignification of the cell walls, obliteration of vessel elements
and production of phenolic compounds. The isolates of Trichoderma spp. inhibited
spore germination, mycelium growth and sporulation of A. welwitschiae and
promoted a significant reduction of the incidence (70-93%) and severity (97%) of
the disease in sisal plants. Cross-sectional stem cuttings of plants treated with
Trichoderma spp. and infected by A. welwitschiae demonstrate that the pathogen
and disease progression were contained by layers of lignified parenchyma cells. In
addition, hyphae, conidiophore and conidia of Trichoderma spp. were found in the
stem tissues.

Key words: A. sisalana, A. welwitschiae, Pathometry, Histology, Lignification.



REFERENCIAL TEORICO

A cultura do sisal

O género Agave possui mais de 200 espécies e muitas delas fazem parte
de paisagens naturais e antropicas em muitas regides aridas e semiéridas do
mundo, mas s&o particularmente proeminentes no México (GARCIA-MENDOZA,
2002; GARCIA-MOYA et al.,, 2011; COLEMAN-DERR et al., 2016). As plantas
desse género apresentam o metabolismo do &cido das Crassulaceas (CAM) para
a fixagdo de CO2, com fechamento dos estdmatos durante o dia e abertura & noite
guando as taxas de evapotranspiracdo sdo baixas (ABRAHAM et al., 2016). Em
razdo disso, as especeis de Agave podem ser cultivadas com sucesso nas
condicdes climaticas de regides aridas e semiaridas.

A Agave sisalana Perrine (familia Asparagacea) popularmente conhecida
como sisal € uma monocotiledénea herbacea de folhas rigidas, com comprimento
variando de 120 a 160 cm e largura de 10 a 15 cm (SILVA e BELTRAO, 1999;
SILVA et al., 2008). Como sao destituidas de peciolo, a insercdo das folhas no
caule ocorre em forma de espiral, ascendente, formando rosetas. O caule do sisal
tem a funcéo de sustentacao e fixacdo das folhas, além de servir como érgéo de
armazenamento de nutrientes (SILVA et al., 2008). A reproducédo dessa planta é
predominantemente assexuada (MOREIRA et al., 1999). Os bulbilhos produzidos
nos penddes e os rebentos gerados nos rizomas séo as formas mais comuns de
propagacdo do sisal, sendo o plantio dos rebentos, a principal forma de
propagacéo desta cultura no Brasil (SILVA e BELTRAO 1999; SILVA et al., 2008;
ABREU, 2010).

Assim como outras espécies de Agave, o sisal é cultivado em regibes
aridas e semiaridas de paises como Brasil, Tanzania, Angola, Quénia, México e
na China (FAOSTAT, 2019), sendo explorado principalmente para a
comercializacdo da fibra obtida das folhas (BROWN, 2002; DEBNATH et al.,
2010; TEWARI et al., 2014). O desfibramento das folhas de sisal € o processo
pelo qual se elimina a polpa que envolve as fibras e é realizado em maquina com
laminas de ferro, denominada de moto de agave ou maquina paraibana (SILVA e
BELTRAO, 1999; SILVA et al., 2008). A fibra do sisal é considerada como dura e



corresponde a aproximadamente 70% da producédo comercial de todas as fibras
vegetais, exceto algodao (SILVA et al., 2008; MARTIN et al., 2009). Essas fibras
sdo usadas principalmente pela industria téxtil na fabricacdo de cordas, cordéis,
fios e tapetes (BASU et al., 2012), mas também séo utilizadas na confeccao de
artesanato (ALVES et al., 2005) e como matéria-prima para a industria de papel e
celulose (GUTIERREZ et al., 2008).

O Brasil destaca-se no cenario internacional como maior produtor de fibra
de sisal, com producéo de 79,629 toneladas em 2017, correspondendo a 40% de
toda a producdo mundial (FAOSTAT, 2019). Estima-se que 70% da producao
brasileira é destinada ao mercado externo sendo exportada para paises como
Estados Unidos (SANTOS e SILVA, 2017; CONAB, 2017). De acordo com o0s
dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), as exportacfes
brasileiras da fibra e seus produtos (fios, cabos, cordas, cordéis e tapetes) em
2016 foi de 61,7 mil toneladas e geraram uma receita de US$ 101 milhdes de
dolares (CONAB, 2017).

No Brasil, o cultivo do sisal se concentra principalmente em area de
pequenos agricultores familiares na regido semiarida dos Estados da Paraiba,
Ceara, Rio Grande do Norte e Bahia, sendo esse ultimo o maior produtor
nacional, com 95,3% de toda a producdo (IBGE, 2017). Na Bahia, a cadeia
produtiva do sisal teve influéncia na politica e na area social com impacto
suficiente para diferenciar, espacialmente, uma ampla por¢cdo do semiarido
baiano, a qual ficou conhecida como Regido Sisaleira da Bahia ou Territorio do
Sisal (SANTOS e SILVA, 2017). Entre os 27 municipios da Regido Sisaleira
destacam-se: Valente (municipios com o0 maior namero de batedeiras
(processamento pré-industrial das fibras) e com a fabrica de tapetes e carpetes,
Conceicdo do Coité (com batedeiras, industrias de fios e comércio diversificado) e
Serrinha (municipio que sedia os 6rgaos publicos e comércio, tornando-se um
centro de ligacdo dos demais municipios) (SANTOS e SILVA, 2017). A cadeia
produtiva do sisal gera emprego e renda para aproximadamente 600 mil
trabalhadores, que estdo envolvidos em atividades que védo desde a manutencao
das lavouras, colheita, desfibramento e beneficiamento da fibra e termina com a
industrializacdo e confeccdo de artesanato (SILVA e BELTRAO, 1999; SILVA et

al., 2008). Apesar da sua importancia socioecondmica, a cultura do sisal no Brasil



€ explorada com baixo indice de modernizacao, capitalizacdo e tecnologia, 0 que
tem contribuido nos ultimos anos para um acentuado declinio tanto na éarea
plantada como na producédo (SILVA e BELTRAO, 1999; SILVA et al., 2008). De
acordo com dados da FAO, a éarea plantada e a producdo de sisal cairam em
mais de 50% entre 2016-2017; a area plantada passou de 199,104 para 79,629
hectares e a producéo caiu de 180,948 para 79,629 toneladas (FAOSTAT, 2019).
Fatores como a falta de maquinas modernas para a colheita e beneficiamento da
fibra, os longos periodos de estiagem da regido e a podriddo vermelha do sisal
também contribuem para esse declinio (SILVA e BELTRAO, 1999; COUTINHO et
al., 2006; SILVA et al., 2008).

Podridao vermelha do sisal

Apesar da planta de sisal possuir caracteristicas morfolégicas como
cuticula espessa em ambas as faces da lamina foliar e células altamente
lignificadas no cértex interno da raiz (NETO e MARTINS, 2012) que conferem
uma barreira natural a penetracdo de microrganismos patogénicos, iSso hao
impede que a planta seja afetada por doencas parasitarias capazes de causar
serios prejuizos (MEDINA, 1954).

No Brasil, apenas duas doencas sao relatadas afetando a cultura do sisal.
A primeira é a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum agaves Cav., que
afeta as folhas do sisal e como consequéncia a fibra extraida dessas folhas é
menos resistente e seu valor comercial € depreciado (MEDINA, 1954). Apesar
disso, essa doenca nao consiste propriamente em um problema de importancia
econbmica. A segunda é a podriddo vermelha e consiste no principal problema
fitossanitario da cultura no Brasil (COUTINHO et al., 2006; SILVA et al., 2008;
ABREU, 2010; DUARTE et al., 2018). Essa doenca afeta o caule do sisal e além
de causar a morte da planta, as folhas do sisal infectado tornam-se improprias
para o desfiboramento (COUTINHO et al., 2006; SILVA et al., 2008; DUARTE et
al., 2018). Embora a podriddo vermelha cause a morte da planta de sisal, esta
quando infectada pode sobreviver durante mais de um ano em virtude da lenta
colonizacgéo dos tecidos pelo agente causal (COUTINHO et al., 2006; SILVA et al.,
2008).



A podridédo vermelha do sisal tem afetado os plantios de sisal nas principais
areas produtoras dos estados da Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte, de forma
isolada, desde 1970 e atingiu niveis criticos a partir de 1998 (ALVES et al., 2005;
COUTINHO et al., 2006; SILVA et al., 2008). A incidéncia da podridao vermelha
varia bastante entre as regides, sendo que em algumas, ndo ultrapassa os 5%
engquanto outras, pode chegar a 40% (ALVES et al., 2005; ABREU, 2010). Na
Bahia, um estudo epidemioldgico realizado por Abreu, (2010) indicou 100% de
prevaléncia da podriddo vermelha na regido sisaleira, ou seja, a doenca estava
presente em todos 0os municipios produtores de sisal estudados.

No campo, as plantas infectadas apresentam como sintomas externos, o
amarelecimento e murcha das folhas e os sintomas internos no caule sao
caracterizados pelo escurecimento interno dos tecidos, apresentando
descoloracéo variando de rosa pélido/avermelhado a marrom (COUTINHO et al.,
2006; DUARTE et al.,, 2018). No estagio mais avancado da doenca, o caule
apodrece e se desprende facilmente do solo, levando a morte e tombamento da
planta (COUTINHO et al., 2006; DUARTE et al., 2018).

Varios agentes foram apontados como causadores dessa doenca, entre
eles o A. niger (WALLACE e DIECKMAHNS, 1952; KIMARO et al.,, 1994,
COUTINHO et al., 2006). Santos et al. (2014) também descreveram o A. niger
como agente causal e indicaram que outras espécies como A. brasiliensis e A.
tubingensis também causando sintomas de podriddo vermelha, mas estas apenas
em estudos de casa de vegetacdo com plantas inoculadas. Duarte et al. (2018)
identificaram por meio de técnicas moleculares, em estudo envolvendo varios
isolados de Aspergillus obtidos de diferentes plantios, municipios produtores,
plantas de sisal, partes da planta de sisal e do solo proximo as raizes de sisal,
gue o A. welwitschiae € o agente etioldgico da podriddo vermelha do sisal no
Brasil. Estes autores destacaram que o A. welwitschiae e A. niger ambos sao
fungos de esporos negros, pertencentes a secao Nigri, formando o clado A.
welwitschiae/A. niger e sédo de dificil diferenciacdo, exigindo técnicas moleculares
com sequenciamento de genes especificos, a exemplo do gene da calmodulina
(CaMm).

O patdgeno pode infectar o sisal nos diferentes estadios fenologicos, desde

mudas até plantas no final do ciclo produtivo (ABREU, 2010). Apesar disso, para



que ocorra infeccdo da planta € necesséario a presenca de lesdes de origem
mecanica ou fisioldgica, o que sugere que os ferimentos ocasionados pelo corte
das folhas para desfiboramento e os causados pelos tratos culturais (capinas e
retiradas de mudas) sdo importantes vias de penetracdo para 0s patdogenos
(COUTINHO et al., 2006; SILVA et al., 2008; DUARTE et al., 2018). Entretanto,
Silva, (2012) demonstrou que o corte das folhas durante a colheita ndo é a forma

de infeccéo desta doenca.

Aspergillus welwistchiae

O género Aspergillus é dividido em secdes, com a Secao Nigri englobando
as espécies gque formam coldnias com coloracdo negra, devido a cor dos conidios
que varia de marrom-escuro a preta e o0s conidiéforos podem ser uni ou
bisseriados (KLICH, 2002). Varias espécies dessa se¢do sdo usadas na industria
de fermentacdo para producdo de acidos organicos e enzimas (VARGA et al.,
2000; ABARCA et al., 2004). Outras espécies sdo produtoras de metabdlitos
téxicos como ocratoxina A “OTA” (ASTORECA et al., 2007) e aflotoxina (ARRUS
et al., 2005) por exemplo.

O Aspergillus welwitschiae € um fungo filamentoso pertencente ao filo
Ascomycota. Por muito tempo, esta espécie foi considerada desconhecida e rara
dentre as espécies de Aspergillus com conidios negros, sendo isolado pela
primeira vez de uma planta muito peculiar (Welwitschia mirabilis) do deserto, com
uma distribuicdo geogréfica restrita (uma regiado contigua de Angola a Namibia no
sudoeste da Africa) (WHITAKER et al., 2008; DUARTE et al., 2018). Além disso,
as espécies de A. welwitschiae e A. niger ndo podem ser separadas apenas com
base em dados morfologicos, sendo necessaria a abordagem molecular, com o
sequenciamento de genes especificos, para a sua distingdo com confiabilidade
(HONG et al., 2013; PERRONE et al., 2011; VARGA et al., 2011). ApGs o estudo
de Hong et al. (2013), com a descri¢ao sobre a diferenciacéo de A. welwitschiae e
A. niger por técnicas moleculares, varios isolados desta espécie foram relatados
em substratos distintos e em regides geograficas distintas (DUARTE et al., 2018).

A. welwitschiae ocorre naturalmente nas estruturas reprodutivas de W.
mirabilis, incluindo cones e sementes (COOPER-DRIVER et al., 2000; PEKAREK



et al., 2006; WHITAKER et al., 2008). Esse fungo é um habitante comum do solo
(WHITAKER et al.,, 2008; DUARTE et al., 2018), e seus esporos também séo
encontrados no ar, nas regides aridas e semiaridas onde W. mirabilis ocorre
(WHITAKER et al.,, 2008). Além de ter sido diretamente associado ao seu
hospedeiro original e numa distribuicdo geografica especifica, isolados de A.
welwitschiae também foram relatados em grédos de café no Brasil (VON
HERTWIG et al., 2018), améndoas na lItalia (SUSCA et al., 2016), castanha no
Brasil (MASSI et al., 2016), sementes de mostarda no Paquistdo (HANIF et al.,
2016), dentre outros.

Um estudo recém publicado sobre os efeitos de fatores como temperatura
(15, 25 e 35°C) e atividade de agua (0.90; 0.95 e 0.98-0.99 aw) no crescimento de
A. welwitschiae indicou que essa espécie apresenta maior crescimento na
temperatura e atividade de 4gua de 35°C e 0,99 aw, respectivamente (ABARCA et
al., 2019).

O A. welwitschiae € considerado um parasita fraco em funcdo de ser
dependente de lesbes e/ou condicbes ambientais adversas ao hospedeiro, para
iniciar o processo de infec¢do (SILVA et al.,, 2008; DUARTE et al., 2018). De
acordo Duarte et al. (2018), nas mudas de sisal lesionadas e inoculadas com
suspensdo 1x10° conidios.ml™ de esporos de A. welwitschiae, os primeiros
sintomas séo observados dentro de 8 a 10 dias ap0s a inoculacdo. A base das
folhas apresenta clorose e murcha, e algumas folhas comegaram a apresentar o
sintoma de apodrecimento Umido. Em 12 a 15 dias, esses sintomas progridem
para formar necrose do caule, mas sem a morte da planta. Apés 15 dias, as
mudas comecam a morrer, 0os caules sao totalmente necrosados e as folhas
destacam-se facilmente. Em 30 dias, a maioria das mudas morrem, embora

algumas consigam sobreviver por mais tempo.

Controle biolégico de doenca de plantas

Ainda ndo existem produtos registrados para o controle da podridao
vermelha do sisal no Brasil (AGROFIT, 2019). Além disso, ndo existem cultivares
conhecidas como resistentes a essa doenca. Embora o Agave Hibrido 11648 seja
apontado como menos susceptivel a podridao vermelha que o A. sisalana (SILVA



et al., 2008), as plantas hibridas também sao afetadas pela podriddo vermelha
(YIDONG e WENBIAO, 1992). Dessa forma, tém sidos recomendadas, para
conter a disseminacdo da podridao vermelha, varias medidas que se baseiam no
controle cultural, como a retirada e queima de plantas doentes, utilizacdo de
mudas de boa qualidade fitossanitaria para plantio e replantio das areas
produtoras de sisal e utilizacdo do residuo do desfibramento compostado como
adubacdo para evitar estresses nutricionais a planta (SILVA et al., 2008; BATISTA
et al., 2010). Mesmo com tais recomendacdes, 0 que se tem observado nas areas
produtoras € um numero crescente de plantas infectadas, em todos os estéagios
de desenvolvimento (ABREU, 2010). Isso deve-se primeiramente ao nao
cumprimento das recomendacdes, ao manejo inadequado das areas de producao
de sisal e a falta de produtos e alternativas para o controle dessa doenca.

O controle biolégico de doencas de plantas € definido como um método
que promove a reducdo do indculo ou das atividades determinantes da doenca
provocada por um patégeno, por meio de um ou mais organismos que nao seja o
homem (COOK e BAKER, 1983; COOK, 1993; PAL e GARDENER, 2006). O
biocontrole é considerado ambientalmente seguro e, em alguns casos, € a Unica
opcdo disponivel para proteger as plantas contra patdgenos (COOK 1993). O
controle quimico ndo é recomendado para patégenos que sobrevivem no solo e
também se encontram no ar, ndo sendo, portanto, uma alternativa de controle
para a podriddo vermelha do sisal. Em contrapartida, o controle bioldégico pode
representar uma opc¢éao de controle da podridao vermelha.

A supresséo de doencas por agentes de controle bioldégico (ACBs) envolve
uma série de interacdes entre a planta, o patégeno, o antagonista, a comunidade
microbiana na planta e ao seu redor e o ambiente (HANDELSMAN e STABB,
1996). A aplicacdo de microrganismos antagonistas na maior parte dos casos de
controle de doencas, ocorre de forma preventiva (antes da infeccdo do patégeno),
entretanto também existe a possibilidade de aplicacdo curativa dos
microrganismos antagonistas (ap0s a ocorréncia da doenca) (VERHAAR et al.,
1997; HEYDARI e PESSARAKLI, 2010).

Os ACBs podem aplicar um ou mais mecanismos de agédo no controle de
doencas, dentre os quais incluem: antibiose, competicdo, micoparasitismo e
inducdo de defesa do hospedeiro (BETTIOL, 1991; GERBORE et al.,, 2014,



WAGHUNDE et al., 2016). Os antagonistas podem produzir antibiéticos e outros
metabolitos (volateis e ndo volateis) que podem inibir, interferir na fisiologia ou
causar a morte do patdogeno (PAL e GARDENER, 2006; ZEILINGER et al., 2016).

A competicdo € referente a interacdo entre dois ou mais organismos,
disputando recursos tais como espaco, nutrientes, dgua e luz (NAHER et al.,
2014; WAGHUNDE et al., 2016). O micoparasitismo é a habilidade do antagonista
de parasitar o fungo fitopatogénico. Esse processo complexo consiste no
reconhecimento do patdégeno pelo antagonista, crescimento em direcdo as hifas
do patégeno, secrecdo de enzimas extracelulares, penetracdo das hifas e lise do
hospedeiro (VINALE et al., 2008; WAGHUNDE et al., 2016; ELAMATHI et al.,
2018). A inducéo de resisténcia ocorre quando os ACB conseguem induzir ou
condicionar as defesas do hospedeiro (neste caso a planta) através de sinais
bioguimicos que aumentam a resisténcia contra a infec¢cdo ou colonizacao pelo
patégeno (PAL e GARDENER, 2006).

De acordo com Pal e Gardener, (2006) os microrganismos que mais
contribuem para o controle de doencas s&o, provavelmente, aqueles que
poderiam ser classificados como saprofitas competitivos, simbiontes facultativos
de plantas e hiperparasitos facultativos, pois estes podem sobreviver em matéria
organica em decomposicdo e podem colonizar e expressar atividades de
biocontrole enquanto crescem no hospedeiro.

Diversos microrganismos tém sido relatados como potenciais agentes de
controle de doencas de plantas. Dentre eles, os fungos do género Trichoderma
sdo amplamente estudados (WAGHUNDE et al., 2016; EL-DEBAIKY et al., 2017;
ELAMATHI et al., 2018; EL-SHARKAWY et al., 2018). O sucesso do 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, além de estimulo a mecanismos de defesa da planta
(BENITEZ et al., 2004; HARMAN et al., 2004; SHORESH et al., 2010).



O género Trichoderma

De acordo com o0 banco de dados virtual do Index Fungorum, o
Trichoderma ¢é classificado no reino Fungi, filo Ascomycota, Subfilo
Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales, familia
Hypocreaceae e género Trichoderma. Atualmente o género Trichoderma possui
mais de 400 espécies, a maioria descrita durante as duas ultimas décadas,
baseada principalmente em analises filogenéticas de dados de sequéncias de
DNA (INDEX FUNGORUM, 2019).

As espécies de Trichoderma spp. sdo geralmente habitantes saproéfitas
do solo, mas também podem ocorrer como simbiontes em raizes de plantas
(HARMAN et al.,, 2004; MUKHERJEE et al., 2012) e como endoliticos em
diferentes partes das plantas (BAILEY et al., 2009; CHAVERRI et al.,, 2011,
NUANKAEW et al., 2018).

Os isolados de Trichoderma spp. podem agir por um ou mais mecanismo
de biocontrole (micoparasitismo, antibiose e competicdo) contra fitopatdgenos
(ELAMATHI et al., 2018; HARMAN et al., 2004; ROATTI et al., 2013), além de
promover indugdo de resisténcia e o0 aumento no crescimento de plantas
(HARMAN et al., 2004; MUKHERJEE et al., 2012; CONTRERAS-CORNEJO et
al., 2014). As espécies do género Trichoderma sdo os ACBs mais investigados
contra fitopatdégenos e estima-se que mais de 60 % dos biofungicidas registrados
mundialmente sdo a base de Trichoderma (VERMA et al., 2007). Isolados de
Trichoderma spp. tém demonstrado acdo antagonica contra fungos
fitopatogénicos como, Fusarium oxysporum, Colletotrichum capsici, Colletotrichum
truncatum, Gloesercospora sorghi (SHARMA et al., 2017), Sclerotinia sclerotiorum
(ZHANG et al., 2016), Guignardia citricarpa (LIMA et al., 2017), Aspergillus niger
(GAJERA e VAKHARIA, 2010), Rhizoctonia solani (MOUSUMI DAS et al., 2019),
dentre outros.

Estudos com os isolados de Trichoderma spp. no controle biolégico da
podriddo do sisal foram realizados anteriormente por S&, (2009; 2013). No
primeiro estudo, o autor isolou e identificou espécies de Trichoderma antagonistas

ao A. niger (reportado anteriormente como agente causal da doenca). No
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segundo, Sa, (2013) testou (in vivo) a eficiéncia de controle de 55 isolados de
Trichoderma em dois municipios (Conceicdo de Coité e Ourolandia-BA) e relatou
que as plantas tratadas com os isolados de T. viride (TCS09), T. virens (TCS28,
TCS39, TCS43) e T. harzianum (TCS35) promoveram reducdo média de 75% da
incidéncia da doenca em estudos conduzidos no municipio de Concei¢cdo do
Coité, enquanto no municipio de Ourolandia, os isolados de T. harzianum
(TCS76, TCS45, TCS30, TCS06, TCS42, TCS10), T. longibrachiatum (TCS15), T.
erinaceum (TCS19, TCS73, TCS75) e T. viride (TCS14) destacaram-se nha
diminuicdo da incidéncia da podriddo vermelha em aproximadamente 50%.
Apesar dos resultados promissores, o0s mecanismos de acédo dos isolados, bem
como a interagao entre Trichoderma-Aspergillus-Agave nao foram investigados.
Apesar de existirem relatos de estudos com o controle biolégico da
podriddo vermelha do sisal, ainda ndo existe um método padronizado para
quantificar a severidade da doenca, o que dificulta a conducao de trabalhos com o
controle desta doenca e também dificulta a comparacdo dos resultados relatados
por diferentes autores, em diferentes locais e entre 0os métodos de controle
utilizados. Além disso, ainda ndo se tem conhecimento cientifico sobre a infec¢éo
e a colonizacdo do caule de sisal por A. welwitschiae e nem da interacdo deste

patégeno com Trichoderma spp. in vitro e nos tecidos da planta de sisal.

Quantificacdo de doencas em plantas

A gquantificacdo de doencas em plantas, denominada de fitopatometria, €
de grande importancia no estudo e analise das epidemias. Seu principal objetivo é
fornecer dados guantitativos sobre a ocorréncia e o progresso das doencas. A
quantificacdo € de fundamental importdncia também para a avaliacdo de
diferentes medidas de controle, niveis de resisténcia e a eficiéncia de produtos
guimicos e bioldgicos (VALE et al., 2004).

De acordo com Naue et al. (2010) as doencas de plantas podem ser
avaliadas por métodos diretos, nos quais a estimativa da quantidade de doenca é
feita diretamente pela observacdo dos sintomas, ou por meétodos indiretos,

mediante estimativas da quantidade de doenca pela populagdo do patdgeno.
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Entre os métodos diretos de avaliacdo de doencgas encontram-se as estimativas
da incidéncia e da severidade.

A incidéncia € um parametro de facil e rapida quantificacdo, sendo
expressa em numero de unidades de plantas com sintomas e/ou sinais e, este é
dado calculado com base no numero total de unidades avaliadas (ramos, folhas,
raizes ou a planta por inteiro). A severidade por sua vez é uma medida que exige
mais trabalho e conhecimento sobre a doenca sendo estudada, mas é o
parametro que melhor expressa a quantidade de tecido lesionado pela acdo do
patégeno (VALE et al., 2004).

A severidade de doencas em plantas € estimada visualmente e, portanto, é
propensa a subjetividade, o que pode induzir a erros durante a avaliacdo de
sintomas por diferentes avaliadores (MAZARO et al., 2006). Para reduzir
possiveis erros, é necessario a definicdo de procedimentos padronizados para as
estimativas da severidade de doencas em plantas (LENZ et al., 2010). Métodos
padronizados de medicdo de doencas de plantas sdo essenciais para estudos de
epidemiologia e para a comparacdo da eficacia de diferentes medidas de
controlem (RIOS et al., 2013).

Os principais métodos utilizados para a quantificacdo de doencas em
plantas envolvem o uso de: escalas descritivas, escalas diagramaticas, numero e
diametro das les@es, relacdo de incidéncia-severidade, analise de imagem e
sensoriamento remoto (VALE et al., 2004). Independentemente do método de
avaliacdo utilizado, a experiéncia e o conhecimento técnico séo insubstituiveis,
embora as escalas e diagramas possam auxiliar os avaliadores com pouca ou
nenhuma experiéncia (VALE et al., 2004). Uma maneira de aumentar a acuracia e
a precisao das avaliacBes € a realizacdo do treinamento dos avaliadores antes de
se iniciar a quantificagdo da doenca. Bardsley e Ngugi, (2012) por exemplo,
relataram que a severidade da mancha bacteriana em folhas de péssego e
nectarina pode ser quantificada por avaliadores com diferentes niveis de
experiéncia sem perder a preciséo, se receberem treinamento adequado ou uma
descricdo detalhada dos sintomas da doenca antes de iniciar a avaliacdo da
doenca.

Escalas descritivas utilizam chaves com um determinado niumero de graus

para quantificar doencas em plantas. Cada grau da escala deve ser
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apropriadamente descrito ou definido. Essas escalas sdo as mais utilizadas,
principalmente para avaliar resisténcia de plantas a doencas (VALE et al., 2004).
Escalas diagramaticas sao ilustracbes de uma série de plantas ou partes da
planta (folhas, caule, raiz e fruto) com sintomas em diferentes niveis de
severidade (BERGAMIN FILHO e AMORIM, 1996; ALVES et al.,, 2015). A
utilizacdo de escalas diagramaticas pode reduzir a subjetividade das estimativas
de severidade entre os avaliadores, melhorando a acuracia e a precisdo das
avaliacdes (MARTINS et al., 2004).

O método selecionado deve fornecer resultados acurados, precisos e
reprodutiveis. A acuracia representa o grau de proximidade entre a severidade
estimada e a severidade real. A precisdo refere-se a repetibilidade dos valores
associados a amostra, com a menor variacdo possivel entre si, e a
reprodutibilidade refere-se a auséncia de variagdo em estimativas quando a
mesma amostra € avaliada por outro avaliador (NUTTER Jr e SCHULTZ, 1995;
VALE et al., 2004).

Atualmente, as escalas diagramaticas tém-se constituido na principal
ferramenta de avaliagdo da severidade para muitas doencas (MARTINS et al.,
2004; ALVES et al.,, 2015). Uma escala diagramatica, para ser considerada
eficiente, precisa possuir algumas caracteristicas como: ser facil de usar, ser
aplicavel em diversas condicBes, gerar resultados reprodutiveis e possuir
intervalos que representem todos os estagios de desenvolvimento da doenca
(BERGER, 1980; MACIEL et al., 2013). Na construcdo de uma escala
diagramatica, as representacdes dos sintomas da doenca devem ser o mais
préximo possivel do observado nas plantas.

Para que uma escala seja considerada um método padronizado para a
quantificacdo de doencas de plantas, ela deve ser validada (MARTINS et al.,
2004). Esta validacao é realizada com o objetivo de definir se a escala esta pronta
para ser utilizada por pesquisadores e agricultores para quantificar a doenca em
condi¢cBes de campo e casa de vegetacao (LENZ et al., 2010). Ao longo dos anos,
varias escalas foram desenvolvidas e validadas para doencas em varias culturas,
como a ferrugem branca do crisantemo (BARBOSA et al., 2006), mancha branca
de milho (CAPUCHO et al., 2010), ferrugem do café (CAPUCHO et al., 2011),
cercosporiose da alface (GOMES et al., 2004), queima das folhas do inhame
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(MICHEREFF et al., 2000), mancha preta em frutos citricos (SPOSITO et al.,
2004), entomosporiose em folhas de pereira (NUNES e ALVES, 2012), mancha
branca do milho (SACHS et al., 2011) e ferrugem da folha do trigo (ALVES et al.,
2015). Algumas escalas tém sido utilizadas por muitos anos enquanto que outras
escalas sdo menos empregas por serem imprecisas (VALE et al., 2004).

Na medida que surgem novas epidemias de importancia econdmica na
agricultura, novas escalas sdo elaboras para a quantificacdo de doencas em
plantas. Para a podriddo vermelha do sisal ndo existe um método padronizado
para quantificar a severidade desta doenca nas plantas. Além disso, como a
severidade é estimada visualmente, esta sujeita a erros nas avaliagdes. Portanto,
faz-se necessério a elaboracao e validacdo de uma escala que possa ser utilizada
para quantificar essa doenca em condicbes de campo e em experimentos em

condic¢des controladas.

Interacdo planta-patégeno

As interacbes entre a planta e o patdgeno envolvem uma comunicacao
bidirecional. O patdgeno reconhece e promove alteracdes bioquimicas na planta
hospedeira para criar um ambiente adequado para o seu desenvolvimento. A
planta por sua vez reconhece o patdégeno e ativa mecanismos de defesa contra o
agente patogénico. Tanto a planta como o patdégeno desenvolveram um conjunto
de estratégias durante o processo evolutivo que permite esta comunicacao
(BODY et al., 2013).

As plantas desenvolveram mecanismos sensoriais para detectar o ataque
de patdgenos e desencadear caminhos de sinalizacdo que induzem respostas
rapidas de defesa (HEMATY et al., 2009). Estes mecanismos incluem ndo apenas
a deteccao direta de elicitores derivados de patdégenos, mas também a deteccao
indireta do impacto dos patégenos na planta hospedeira (HEMATY et al., 2009).

Os fungos estdo entre 0s organismos patogénicos mais aprimorados
morfologicamente para o exercicio da patogenicidade. InUmeros componentes
estruturais foram evolutivamente desenvolvidos com o objetivo de invadir e
explorar o tecido das plantas hospedeiras para a obtencdo de agua e nutrientes
necessarios para o seu desenvolvimento (LEITE e STANGARLIN, 2008).
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Segundo Leite e Stangarlin, (2008) o sucesso de fungos patogénicos depende de
varios fatores, como a capacidade do fungo invasor de crescer na presenca de
compostos toxicos depositados na superficie da planta; de penetrar sem provocar
a formacéo de barreiras intransponiveis pela hospedeira (através da ativacdo de
genes de defesa) e de permanecer em contato com o tecido da planta,
explorando de maneira prolongada, coordenada e proveitosa.

A resisténcia do hospedeiro ao patogeno pode ser definida, sob o aspecto
fisiolégico, como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a
subsequente atividade do patdgeno em seus tecidos (GOODMAN et al., 1986
citado por SCHWAN-ESTRADA et al., 2008). Os mecanismos de defesa da planta
ao ataque de agentes patogénicos podem ser pré e pos-formados e sdo divididos
em estruturais e bioquimicos (STANGARLIN et al.,, 2011). Os estruturais
constituem-se nas barreiras fisicas a penetracdo e a colonizagdo do patégeno,
enquanto os bioquimicos englobam substancias capazes de inibir o
desenvolvimento do patégeno ou gerar condicdes adversas para a sua
sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro (MATIELLO et al., 1997; AGRIOS, 2005;
SCHWAN-ESTRADA et al., 2008; STANGARLIN et al., 2011).

Os mecanismos pré-formados sdo barreiras e/ou substancias ja existentes
na planta antes do contato com o patdgeno. Estes podem ser mecanismos
estruturais como: ceras, cuticulas, tricomas, adaptacbes em estbmatos e
fibras/vasos condutores, e mecanismos bioguimicos como: fendis, alcalbides,
lactonas insaturadas, inibidores protéicos e enzimas hidroliticas (AGRIOS, 2005;
SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Nos mecanismos poés-formados/induzidos, tem-se estruturas sendo
formadas, substancias ausentes passando a ser produzidas e os compostos pré-
existentes aumentando as concentracdes, apés a infeccdo pelo patégeno. Esses
mecanismos envolvem a formacdo de papila, halo, lignificacdo, camada de
cortica, tiloses e deposicdo de goma, todos considerados como mecanismos
estruturais. Da mesma forma, nos mecanismos bioquimicos pos-formados temos
como exemplo as fitoalexinas, espécies reativas de oxigénio e proteinas
relacionadas a patogénese (AGRIOS, 2005; SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Segundo Agrios, (2005) as combinacbes de respostas estruturais e

reacoes bioquimicas de defesa das plantas variam em relacdo as diferentes
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interagc6es patdogeno-hospedeiro. Além disso, mesmo para o0 mesmo hospedeiro e
patdgeno, as combinacdes variam com a idade da planta, o tipo de 6rgéo e tecido
atacado, a condic&o nutricional da planta e as condicdes climaticas.

Os mecanismos de interacdo planta-patégenos, sao importantes para
compreender melhor os patossistemas. Ortiz et al. (2014), por exemplo,
descreveram a caracterizacao histopatoldgica de diferentes tecidos de maracuja
roxo (Passiflora edulis Sims) afetados pelos fungos Fusarium oxysporum e F
solani. Estes autores constataram diferencas no mecanismo de colonizacéo dos
patdgenos. Enquanto o F. solani penetra e se concentra principalmente na area
do colo da planta, o F. oxysporum entra pelas raizes e move-se através do
sistema vascular para colonizar a planta. Apesar disso, ambos produzem efeitos
semelhantes sobre a planta: colonizacdo dos vasos do xilema por hifas e
microconidios, hipertrofia e hiperplasia do cambio, xilema e floema; destruicdo de
fibras do xilema e amiloplastos em células parenquimatosas, com a producéo de
géis pela planta.) Em um estudo histolégico comparando cultivares de tomate
resistente e susceptivel a Pseudomonas solanacearam, Grimault et al. (1994)
constataram que nas cultivares resistentes as tiloses obliteraram 0s vasos
colonizados limitando a propagacédo bacteriana, enquanto que nas cultivares
susceptiveis ndo foram observadas tiloses nos vasos colonizados e a propagacéao
bacteriana nao foi limitada. Mussury et al. (2012) estudando a anatomia foliar de
plantas de soja sadias e infectadas por Phakopsora pachyrhizi H. Sydow & Sydow
constataram que nas folhas infectadas, a epiderme e parénquima lacunoso
estavam destruidos e existia uma proliferacdo de tricomas e espessamento da
cuticula, principalmente na face abaxial. Além disso, também observaram a
presenca de compostos fendlicos nas células da epiderme quando rompida, em
funcdo do crescimento micelial.

N&o ha informacBes disponiveis sobre a interacdo A. welwitschiae - A.
sisalana na literatura cientifica. Dessa forma, faz-se necessario a realizacao de
estudos anatémicos e histoquimicos dos tecidos de sisal (sadio e doente) para a
melhor compreensdo dos aspectos inerentes a este patossistema. A
caracterizacdo histopatolégica dos tecidos (sadio e doente) da planta em estudo

pode gerar informacgdes precisas sobre a acdo do patégeno nos tecidos vegetais,
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sua colonizacéo e as alteragdes a nivel celular que a infeccado produz ou induz na
planta.

Este trabalho é apresentado em trés artigos cientificos: i) a elaboracdo e
validacdo de uma escala para quantificacdo da severidade da podriddo vermelha;
i) a caracterizacdo anatdomica e histoquimica de A. sisalana com e sem sintomas
da podridao vermelha no caule e iii) o controle da podridao vermelha do sisal com
isolados de Trichoderma e a interacdo antagonista-patégeno em experimentos in
vitro e na planta de sisal.
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ARTIGO 1

ESCALA DE NOTAS PARA QUANTIFICACAO DA SEVERIDADE DA
PODRIDAO VERMELHA DO SISAL (Agave sisalana Perrine)

1Artigo ajustado nas normas do Comité Editorial do periddico cientifico Journal of Agricultural
Science.
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Resumo: A podriddo vermelha do sisal € uma doenca causada por Aspergillus
welwitschiae que causa o amarelecimento e murcha das folhas, apodrecimento do caule e a
morte da planta de sisal. Este é o principal problema fitossanitario da cultura do sisal na
regido nordeste do Brasil. Ndo existe um método padronizado para quantificar a severidade
desta doenca. O objetivo deste trabalho foi elaborar e validar uma escala para quantificacdo
da podriddo vermelha em plantas de sisal inoculadas com A. welwitschiae. As imagens de
plantas de sisal com diferentes niveis de doenca foram analisadas com o software Assess®
2.0 para determinacdo da area lesionada, € em seguida foi elaborada uma escala com seis
niveis de severidade da doenga (0: 0%, 1: < 5%, 2: 7-20%, 3: 22-45 %; 4: 50 - < 78%; 5: >
78% da area lesionada), com a descricdo detalhada dos sintomas internos da podridao
vermelha nos diferentes graus de severidade. A escala foi validada por 12 avaliadores sem
treinamento (ST) e com treinamento (CT). Houve diferenca na acuracia e precisao entre 0s
avaliadores e na avaliacdo ST e CT. Com base no coeficiente linear (a), os avaliadores
superestimaram a doenca nos dois momentos, apresentando valores médios de 5,18 e 1,97
para ST e CT, respectivamente. O coeficiente angular (b) indicou desvios sistémicos nas
estimativas apenas para avaliadores ST (1,20). Apenas 50% dos avaliadores ST
apresentaram precisdo acima de 74%. O treinamento proporcionou um aumento na
precisdo de todos os avaliadores, obtendo valores proximos ou acima de 90%. Conclui-se
que a escala proposta é adequada para quantificar a severidade da podriddo vermelha em
plantas de sisal e os avaliadores devem ser treinados para aumentar a acuracia e a precisao
das avaliacdes.

Palavras-chave: Aspergillus welwitschiae, patometria, bole rot disease.
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ABSTRACT: Sisal bole rot is a disease caused by Aspergillus welwitschiae with
symptoms of leaf yellowing and wilting, stem rotness and death of the sisal plant. This is
the main phytosanitary problem of sisal crop in Brazil. There is no standardized method for
quantifying the severity of this disease. The objective of this work was to elaborate and
validate a scale for quantification of bole rot disease in sisal plants inoculated with A.
welwitschiae. The images of sisal plants with different disease levels were analyzed with
Assess® 2.0 software to determine the lesion area, and then a scale was elaborated with six
levels of disease severity (0: 0%, 1: < 5%, 2: 7-20%, 3: 22-45%, 4: 50 - < 78%, 5:> 78% of
the injured area), with a detailed description of the internal symptoms of bole rot disease in
different degrees of severity. The scale was validated by 12 evaluators without training
(ST) and with training (CT). There was a difference in accuracy and precision among the
evaluators and in the ST and CT evaluation. Based on the linear coefficient (a), the
evaluators overestimated the disease in both moments, presenting mean values of 5.18 and
1.97 for ST and CT, respectively. The angular coefficient (b) indicated systemic deviations
in the estimates only for ST evaluators (1.20). Only 50% of the ST evaluators presented
accuracy above 74%. The training provided an increase in the accuracy of all evaluators,
getting values close to or above 90%. It is concluded that the proposed scale is adequate to
quantify the severity of bole rot disease in sisal plants and the evaluators should be trained
to increase the accuracy and precision of the assessments.

Key words: Aspergillus welwitschiae, pathometry, red rot disease.
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1. Introducéo

O sisal (Agave sisalana Perrine) € uma planta monocotiledénea, perene, nativa de regides
aridas e semiaridas do México (Coleman-Derr et al., 2016). Por possuir 0 metabolismo
acido das crassulaceas (MAC), com a abertura dos estdmatos no periodo noturno, para a
fixacdo de CO, evitando as perdas de 4gua nos periodos mais quentes do dia, esta planta é
adaptada a ambientes semiaridos e aridos de paises como Brasil, Tanzania e Quénia, onde
é cultivada para a extracdo de fibras das folhas (Abraham et al., 2016; Coleman-Derr et al.,
2016; FAOSTAT, 2019).

O Brasil destaca-se no cenario internacional como o maior produtor de fibra de sisal, com
producdo de 79,629 toneladas em 2017, correspondendo a 40% de toda a producéo
mundial (FAOSTAT, 2019). Na forma bruta, beneficiada ou industrializada, a fibra do
sisal representa importante fonte de divisas, e estima-se que 70% da producéo brasileira é
exportada. De acordo com dados da Companhia Nacional de Abastecimento- CONAB, as
exportacOes brasileiras da fibra e seus produtos (fios, cabos, cordas, cordéis e tapetes)
foram de 61,7 mil toneladas, atingindo US$ 101 milhdes de ddlares em exportagdes em
2016 (CONAB, 2017).

O cultivo do sisal no Brasil ocorre nos estados da Bahia, Paraiba, Rio Grande do Norte e
Ceard, em regides com alta irregularidade de chuvas e indices pluviométricos que variam
entre 243 a 900mm, além de temperaturas elevadas, com médias diurnas de 25 a 27°C e
umidade de 61 a 74% (IBGE, 2017). Nessas condicdes, o sisal € uma das poucas culturas
exploradas por pequenos e médios produtores, principalmente por agricultores familiares,
com geracdo de renda que garante a sobrevivéncia de centenas de familias. A cadeia
produtiva do sisal envolvendo as atividades de manutencdo das lavouras, colheita,
desfibramento, beneficiamento e industrializacdo da fibra gera empregos e tem sido a
principal fonte de renda de muitas familias (Silva et al., 2008).

Embora o sisal seja considerada uma planta rustica (Neto e Martins, 2012), a cultura é
afetada por uma podriddo vermelha no caule, causada pelo fungo Aspergillus welwitschiae
(Duarte et al., 2018), anteriormente relatada como sendo causada por A. niger (Coutinho et
al., 2006; Abreu, 2010). Esta doenca € o principal problema fitossanitario desta cultura
(Abreu, 2010) e se disseminou em todas as regides produtoras de sisal do Brasil, com
incidéncias variando em média de 5 a 40% (Coutinho et al., 2006; Abreu, 2010).

Os sintomas caracteristicos da podridao vermelha no sisal séo: o amarelecimento e murcha
das folhas e os tecidos internos do caule apresentam coloracdo variando de vermelho
intenso a marrom e, com o progresso da doenca e a podriddo do caule, ocorre a morte e 0
tombamento da planta (Coutinho et al., 2006; Abreu, 2010; Duarte et al, 2018). Além
disso, as folhas das plantas infectadas sao improprias para extracdo das fibras (Silva et al.,
2008).

A quantificacdo de doencgas de plantas é necessaria para 0s estudos e analises de epidemias
de doencas e para a avaliacdo de diferentes estratégias de controle (Madden et al., 2007).
No entanto, a quantificacdo deve ser acurada e precisa para fornecer estimativas confiaveis
e reproduziveis (Santos e Sposito, 2018). Assim como ocorre em outras doencas de
plantas, a quantificacdo da severidade da podriddo vermelha pode ser estimada visualmente
e, portanto, é propensa a subjetividade e erros durante a avaliacdo (Mazaro et al., 2006).
Nesse contexto, algumas estratégias podem ser adotadas para minimizar a subjetividade e
melhorar a precisdo das estimativas, como o0 uso de escala de notas e treinamento de
avaliadores (Nutter et al., 1993).

As escalas de notas, também conhecidas como chaves descritivas, sdo escalas arbitrérias
com certo nimero de graus ou notas para quantificar doencas (Madden et al., 2007;
Amorim e Bergamim Filho, 2011). Na literatura podemos encontrar diversas escalas de
notas desenvolvidas para avaliacfes de doencas especificas em culturas de importancia
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econbmica, pois representam uma metodologia uniforme de coleta de dados e fornecem
resultados precisos (Latunde-Dada, 1990; Cordeiro et al., 1993; Friedmann et al., 1998).

Para ser utilizada como um método padronizado de quantificacdo de uma determinada
doenca em uma cultura, a escala de notas precisa ser validada (Martins et al., 2004).
Geralmente, a validacéo é realizada com base na estimativa da quantidade de doenca feita
mediante a observacdo e registro dos sintomas, com e sem 0 uso da escala elaborada, e
também com o uso da escala por avaliadores treinados ou ndo (Araujo et al., 2018; Santos
e Sposito, 2018; Bardsley & Ngugi, 2012). Esta validacao é necessaria para comprovar se a
escala é adequada ou se necessita de ajustes para que possa ser usada na mensuracao da
doenca (Lenz et al., 2010).

Apesar da podriddo vermelha ja ter sido relatada no Brasil desde 1951 (Medina, 1954), até
0 presente momento, ndo se tem métodos padronizados para quantificacdo da severidade
dessa doenca, e isso tem sido um fator limitante nas pesquisas nesse patossistema,
principalmente nos estudos relacionados com medidas de controle. Dessa forma, este
trabalho foi conduzido com o objetivo de elaborar e validar uma escala de notas para
quantificar a severidade da podriddo vermelha em mudas de sisal infectadas por A.
welwitschiae.

2. Material e Métodos

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo do Centro de Ciéncias Agréarias
Ambientais e Bioldgicas da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, campus de Cruz
das Almas, Bahia.

As mudas de sisal foram produzidas a partir de bulbilhos coletados de plantas adultas em
area de plantio de sisal no municipio de Valente-Ba. Os bulbilhos foram plantados em
sacos de plastico perfurados no fundo e com 2 kg de solo. Seis meses apés o plantio foram
selecionadas duzentas e cinquenta mudas com altura média de 30 cm, caule com diametro
médio de 25 mm e com 9 a 10 folhas para a serem inoculadas com diferentes isolados de
A. welwitschiae.

Os isolados CClI, CCIl, FS1 e AL1P1 de A. welwitschiae utilizados para inoculacdo das
mudas de sisal foram obtidos de plantas adultas de sisal com sintomas caracteristicos da
podriddo vermelha e foram identificados com base na morfologia e biologia molecular
conforme publicado por Duarte et al. (2018). Para inoculacdo com A. welwitschiae, 0s
caules de todas as mudas foram perfurados com trés microfuros utilizando uma agulha
hipodérmica e foram transferidos 50 pL de suspensdo de esporos de A. welwitschiae (1 x
10° conidios mL™) nas areas perfuradas, com uma micropipeta de 100 uL. O tratamento
controle consistiu em mudas lesionadas sem inoculacdo de A. welwitschiae. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 50 repeti¢bes (cada muda foi
considerada uma repeticéo).

Apbs a inoculacdo, as plantas foram observadas diariamente durante o periodo de 30 dias.
Durante esse periodo, as que apresentaram lesGes em diferentes estadios foram
selecionadas e cortadas longitudinalmente, na regido lesionada do caule, e 0s sintomas
foram descritos e fotografados com uma camera digital Nikon® P7100, em fundo preto. O
software Assess® 2.0 foi utilizado para a determinacio da porcentagem de area lesionada
de cada caule das plantas amostradas. Com base na lei de Weber-Fechner de preciséo
visual (Horsfall & Cowling, 1978) e nos niveis maximo e minimo de severidade da doenca
observados nas mudas inoculadas foi elaborada uma escala de notas.

Para validar a escala de notas, 40 imagens de caules com diferentes niveis de severidade da
podriddo vermelha foram apresentadas para doze avaliadores sem qualquer experiéncia. Os
avaliadores utilizaram a escala proposta (Figura 1), para estimarem a porcentagem de area
lesionada (0 - 100%). Apés essa primeira avaliacdo (sem treinamento- ST), 0S mesmos
avaliadores foram submetidos a um treinamento, no qual 30 imagens de caule de sisal com
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porcentagem de area lesionada estimada pelo software Assess® foram organizadas e
apresentadas na forma de slides (Andrade et al., 2005; Santos et al., 2017). Apo6s o
treinamento (com treinamento- CT), uma nova série das mesmas imagens da primeira
avaliacdo foi aleatoriamente apresentada aos avaliadores para estimarem novamente a
severidade da doenca com a escala proposta (Figura 1) e com as instrucdes indicadas na
primeira estimativa.

A acurécia e a precisao de cada avaliador foram determinados por analise de regressao
linear (Santos et al., 2017), sendo a severidade real a variavel independente e a severidade
estimada visualmente a variavel dependente. A acuracia das estimativas do avaliador foi
determinada pelo coeficiente linear (a) e o coeficiente angular da reta (b) e a precisdo das
estimativas foi obtida com o coeficiente de determinacdo (R?). Um teste t (p <0,05) foi
aplicado ao coeficiente linear (a) e angular (b) obtidos por todos os avaliadores, para
verificar se esses valores foram significativamente diferentes de zero e um,
respectivamente (Santos et al., 2017). As analises foram feitas com o software R, v. 3.4.4
(R Development Core Team, 2018).

3. Resultados

A escala proposta para a podridao vermelha do sisal tem seis niveis de severidade (0: 0%,
1: < 5%, 2: 7-20%, 3: 22 - 45%, 4: 50 - < 78%, 5:> 78% de area lesionada) com valor
minimo (planta assintomatica) e maximo (planta morta) e mais quatro niveis
intermediarios de severidade da doenca encontrados em plantas inoculadas com A.
welwitschiae (Figura 1). Além disso, a escala apresenta uma descri¢cdo detalhada dos
sintomas internos da podriddo vermelha em plantas com diferentes graus de severidade,
para ser utilizada por avaliadores na estimativa da severidade da doenca (Figura 1).

Os avaliadores ndo sentiram dificuldades com a utilizacdo da escala proposta para
quantificar a podriddao vermelha em plantas de sisal infectadas por A. welwitschiae, em
condicdes de casa de vegetacdo. Os dados das estimativas de area lesionada de cada
avaliador ST e CT foram utilizados na construcdo de gréaficos lineares (Figura 2). Em geral,
houve diferenca nas estimativas dos avaliadores, quando utilizaram a escala ST e CT. As
estimativas apds o treinamento dos avaliadores foram mais proximas da severidade real e,
em contrapartida, as estimativas sem o treinamento tenderam a se distanciar do valor real
(Figura 2).

Houve diferenca de acuracia entre os avaliadores e nas avaliacdes ST e CT (Tabela 2). Os
valores do coeficiente linear (a) de apenas trés avaliadores ST ndo diferiram
significativamente de zero (p<0,05), indicando que as estimativas da podriddo vermelha
foram superestimadas pela maioria dos avaliadores. Além disso, ndo houve subestimacéo
da doenca pelos avaliadores em todos os momentos de avaliacdo (ST e CT). Com o
treinamento (CT), cinco avaliadores foram mais acurados na quantificacdo da podriddo
vermelha. O valor médio do coeficiente linear (a) para os avaliadores foi de 5,18 nas
avaliacBes ST e 1,97 nas avaliacdes CT (Tabela 2). Com relacdo aos valores do coeficiente
angular (b), houve diferenca significativa (p<0,05) apenas para os avaliadores ST,
indicando que houve desvios sistematicos na estimativa da doenca. O coeficiente angular
(b) dos avaliadores CT ndo diferiu significativamente de 1 (p<0,05), demonstrando que
houve correcdo dos desvios com o treinamento. O valor medio do coeficiente angular (b)
ST foi de 1,20 e 0,95 para as avaliacbes CT (Tabela 2).

Com relagdo a precisdo das estimativas, metade dos avaliadores ST apresentou uma
precisio (R?) acima de 74%. Com o treinamento, todos os avaliadores obtiveram uma
preciséo acima de 85% (Tabela 2). O treinamento proporcionou um aumento variando de
7-38% na precisao das estimativas dos avaliadores. O valor médio da precisdo aumentou
em 20%, passando de 70% ST para 90% CT (Tabela 2). Além do treinamento proporcionar
uma maior acuracia e precisdo nas estimativas da severidade da podriddo vermelha do
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sisal, também pode ser observado uma menor variacdo dos dados de cada coeficiente (a, b,
R?) em comparacio com os valores ST (Figura 3).

4. Discussdo

A quantificacdo de doencas de plantas por métodos padronizados e validados é importante
para estudos de epidemiologia e controle de doencas (Vale et al., 2004; Rios et al., 2013;
Yadav et al., 213). Além disso, 0 método padronizado permite a comparacéo de resultados
obtidos em diferentes regides, condi¢cbes ambientais e por diferentes pessoas (Vale et al.,
2004).

A podridao vermelha tem ameacado a sustentabilidade da cultura do sisal por décadas e
ainda ndo existe um método padronizado para a quantificacdo dessa doenca, o que limita
0s estudos com esse patossistema, principalmente aqueles envolvendo métodos de controle
em condigdes controladas e em campo.

Com base no valor do coeficiente linear (a), os avaliadores da severidade dos sintomas da
podriddo vermelha, sem treinamento (ST), foram considerados imprecisos e tenderam a
superestimar a severidade da podriddo vermelha. Apesar do treinamento aumentar a
acuracia das estimativas, ainda houve a tendéncia de superestimar a doenca. A
superestimacdo tem sido uma tendéncia observada na maioria dos estudos envolvendo a
validacdo de escalas para a quantificacdo da severidade de doencas em diversas culturas
(Capucho et al., 2010; Rios et al., 2013; Nicoli et al., 2015). De acordo com Vale et al.
(2004) h& uma tendéncia natural para os avaliadores de superestimar a doenca, uma vez
que se estima a doenca e ndo o tecido saudavel. Entretanto, a subestimacdo também tem
sido observada em estudos sobre a quantificacdo de doencas (Michereff et al., 2000;
Gomes et al., 2004; Teramto et al., 2011; Santos et al., 2017). Neste estudo da escala de
notas para a podriddo vermelha em plantas de sisal, o treinamento dos avaliadores para o
uso da escala permitiu distinguir o tecido lesionado de tecido saudavel e a suas proporgoes
(Vale et al., 2004; Yadav et al., 2013). Outra forma de aumentar a acuracia e a precisdo nas
estimativas de doencas é com a utilizacdo de escalas coloridas. Tal experiéncia foi
realizada por Buffara et al. (2014) que observaram que a escala colorida proporcionou
estimativas com maior precisao e acuracia do que a escala preto e branco na quantificacao
da severidade do mildio da videira.

A precisdo pode ser medida com o coeficiente de determinacdo (R?) da analise de
regressao, e deve ser proxima de 100% (Mazaro et al., 2006). Valores de coeficiente de
determinacdo (R?) de 70% ou inferior sdo considerados baixos (Barbosa et al., 2006).
Nesse estudo, metade dos avaliadores ST apresentaram uma baixa precisdo nas
estimativas, entretanto apds serem treinados, o coeficiente de todos aumentou para
préximo ou acima de 90%, o que € considerado alto para este tipo de avaliacdo (Nicoli et
al., 2015). Valores semelhantes de R? sdo relatados na literatura para a validacio de escalas
para quantificacdo da severidade de doencas em trigo (Maciel et al., 2013), eucalipto
(Damasceno et al., 2014), algoddo (Aquino et al., 2008), alface (Gomes et al., 2004),
mamona (Sussel et al., 2009).

Os avaliadores foram mais precisos que acurados, o que vem sendo observado em outro
estudos, a exemplo da validacdo de uma escala para quantificacdo da severidade da
mancha foliar do eucalipto (Andrade et al., (2005), na quantificacdo da severidade da
gueima da folha de inhame (Michereff et al., 2000) e na estimativa da severidade da
mancha branca do milho (Capucho et al., 2010). Contudo, avaliagdes realizadas com
menor acuracia que a precisao nao representam sérios problemas, uma vez que 0s desvios
normalmente seguem o0 mesmo padrdo (Gomes et al., 2004).

O treinamento dos avaliadores promoveu 0 aumento da acurécia e precisdo nas avaliacoes
da podriddo vermelha, conforme relatado para outras doengas em diferentes culturas, a
exemplo de Bardsley & Ngugi, (2012) com a severidade da mancha bacteriana em folhas
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de péssego e nectarina. Neste caso, 0s autores confirmaram que a avaliagcdo da severidade
da doenca pode ser realizada com avaliadores com diferentes niveis de experiéncia sem
perder a precisdo, se estes receberem treinamento adequado ou uma descri¢cdo detalhada
dos sintomas da doencga antes de iniciar a avaliacdo da doenca. Na validacdo da escala para
mancha foliar do eucalipto causada por Quambalaria eucalypti, Andrade et al. (2005)
reportaram que, quando submetidos a um treinamento prévio, os avaliadores inexperientes
tornaram-se mais precisos, independentemente do uso da escala, embora com a sua
utilizacdo foi observado um aumento na preciséo.

O desenvolvimento e validacdo dessa escala de nota para quantificacdo do principal
problema da cultura do sisal € o primeiro e 0 mais importante passo para 0
desenvolvimento de um método de controle para a podriddo vermelha. Alem disso, essa
escala também possibilitara a realizagdo de futuros estudos relacionados a interacao planta-
patdgeno, como a avaliacdo de resisténcia de planta (sisal e hibrido) e a agressividade de
diferentes isolados de A. welwitschiae.

5. Concluséo

A escala desenvolvida permite quantificar a podriddo vermelha do sisal e pode ser
facilmente utilizada por avaliadores treinados para obtencdo de dados acurados e altamente
precisos, sendo recomendada para futuros estudos com métodos de controle sob condi¢des
de estufa e campo.
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Nota Descricao dos sintomas

0  Caule com lesdo mecanica

1  LesOes iniciais no tecido do caule proximo ao tecido basal da folha, com cor
castanho claro a avermelhado < 5% da area da haste lesionada

2  Podriddo inicial no tecido basal da folha, crescendo em dire¢do ao tecido do
caule, com lesdes de cor marrom claro a avermelhado, com 7-20% de area
lesionada

3 Podriddo do caule com lesbes castanho claro a avermelhado no tecido basal da
folha e no tecido do caule interno, com 22-45% da area lesionada

4  Podriddo do caule, com lesbes internas de marrom claro a avermelhado,
atingindo todo o tecido central do caule e tecido meristematico foliar, com 50 -
<78% da area lesionada

5  Morte da planta, com podriddo completa do caule de cor castanho claro

Figura 1. Escala de notas para avaliacdo da severidade da podridao vermelha de mudas de
sisal (Agave sisalana)
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Figura 2. Estimativa da severidade da podriddao vermelha do sisal por 12 avaliadores sem
(A) e com (B) treinamento, e regressoes lineares obtidas entre a severidade real e a
estimada.
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Tabela 2. Coeficiente linear (a), coeficiente angular (b), e coeficiente de determinacgéo
(R?) da linha de regressdo para real (variavel independente) versus severidade estimada
(variavel dependente) do sisal por 12 avaliadores sem e com treinamento.

Avaliador Sem treinamento Com treinamento
b R? a b R?
1 1,58 1,22 0,78 0,74 1,07 0,93
2 1,09 1,22 0,83 4,29 0,96 0,90
3 7,73 1,06 0,78 0,39 0,99 0,92
4 19,08 1,40 0,65 3,20 0,88 0,86
5 0,46 1,04 0,54 0,70 1,00 0,89
6 0,56 1,09 0,79 0,61 0,95 0,91
7 10,63 1,73 0,76 2,20 0,64 0,92
8 6,32 1,38 0,56 511 1,00 0,85
9 0,43 1,45 0,79 2,50 0,89 0,89
10 6,72 0,98 0,62 0,26 1,00 0,87
11 1,66 1,08 0,74 1,87 0,98 0,92
12 5,92 0,78 0,50 1,75 0,99 0,88
Média 5,18* 1,20* 0,70 1,97* 0,95 0,90

* - situacdo em que a hipotese nula (a= 0 e b= 1) foi rejeitada pelo teste t (p<0,05).
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Histopatologia da podriddo vermelha em Agave sisalana Perrine (Asparagaceae)
L. de O. Barbosa, F. M. Martins, A. C. F. Soares”

Center of Agricultural, Environmental and Biological Sciences, Federal University of
Reconcavo of Bahia, Cruz das Almas, Brazil.

*Autor correspondente: Ana Cristina Fermino Soares, e-mail: acsoares@ufrb.edu.br

Resumo: A podridao vermelha causada pelo fungo Aspergillus welwitschiae é o principal
problema fitossanitario da cultura do sisal (Agave sisalana Perrine) no Brasil. Estudos
sobre a interacdo A. sisalana - A. welwitschiae sdo escassos, 0 que limita a definicdo de
estratégias de controle dessa doenca. Este trabalho teve como objetivo estudar os aspectos
histopatolégicos do caule de sisal sadio e infectado naturalmente em condi¢do de campo.
As plantas adultas sadias e infectadas foram coletadas em duas areas produtoras de sisal no
municipio de Concei¢cdo de Coité na Bahia, Brasil. Os fragmentos dos caules foram
processados com técnicas usuais de anatomia vegetal e os testes histoquimicos foram
realizados com amostras frescas e fixadas. As seccOes do caule sadio ndo apresentaram
alteracdes histologicas. Nos cortes histoldgicos do caule infectado foi observado que as
células parenquimaticas e os feixes vasculares colonizadas pelas hifas do A. welwitschiae
apresentam parede celular degradada e sem formato definido, evidenciando que o patégeno
atua como necrotrofico. As observagdes das secgdes infectadas também demonstram que o
A. welwitschiae pode comportar-se como patégeno vascular, colonizando os vasos do
xilema. Além das estruturas vegetativas, clamiddsporos intercalares do A. welwitschiae
também foram visualizados no tecido necrosado. Como resposta de defesa ao A.
welwitschiae, a planta de sisal apresentou lignificacdo de células parenquimaticas,
obliteracdo dos elementos de vaso com material amorfo composto por fendis e
polissacarideos e inicio da producdo de compostos fendlicos no tecido infectado. Estes
mecanismos estruturais e bioquimicos pds-formados retardam a colonizagdo do A.
welwitschiae no caule do sisal, mas ndo impedem a podridao vermelha e morte da planta.
As observacbes microscépicas do caule sadio e infectado forneceram informacdes
significativas sobre a interacdo A. sisalana - A. welwitschiae, contribuindo para a

compreensdo do patossistema e futuros estudos para a definicdo de estratégias de controle.

Palavras-chave: A. welwitschiae, Histologia, Lignificagdo, Compostos fendlicos,

Patdgeno vascular.
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Histopathology of bole rot disease in Agave sisalana Perrine (Asparagaceae)

ABSTRACT: The bole rot disease caused by Aspergillus welwitschiae is the main
phytosanitary problem of sisal crop in Brazil. Studies on the interaction A. welwitschiae -
Agave sisalana are scarce, which limits the definition of strategies to control this disease.
This work aimed to study the anatomical and histochemical characteristics of sisal healthy
and naturally infected stem tissue from field sampled plants. Healthy and symptomatic
adult plants were collected in two areas in the city of Concei¢do do Coité, in the state of
Bahia, Brazil. The samples were processed using usual techniques of vegetal anatomy and
histochemical tests were performed with fresh and fixed samples. In sections of the stem
with symptoms of the disease it was observed that bole rot disease is present throughout
the fundamental parenchyma. In infected stem tissue, the parenchyma cells show a
degraded cell wall with no definite shape, demonstrating that A. welwitschiae is acting as a
necrotrophic pathogen. Longitudinal sections showed the presence of A. welwitschiae
hyphae in vessel elements, suggesting that the pathogen can also act as a vascular
pathogen. Resistance structures (chlamydospores) of the pathogen were also visualized in
histological sections. In response to infection by the pathogen, sisal plants presented
resistance mechanisms such as cell wall lignification, obliteration of vessel elements and
initial production of phenolic compounds. These mechanisms delay the colonization of the
tissues by the pathogen, however, they do not prevent stem rot and plant death.
The microscopic observations of A. welwitschiae colonization on A. sisalana tissues and
the cellular response to infection provided significant information about the pathogenesis
of A. welwitschiae infected sisal plant, contributing to the understanding of this patosystem

and future studies for the definition of strategies.

Key words: Sisal, A. welwitschiae, Anatomy, Histochemistry, Plant-pathogen interaction,
Defense mechanisms.
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Introducéo

A Agave sisalana Perrine conhecida como sisal € uma monocotileddnea herbacea
pertencente a familia Asparagaceae. A planta é originaria de regides aridas e semiaridas do
México e, atualmente estd bem adaptada as condi¢cdes edafocliméticas de paises como
Brasil, Tanzania e Quénia (Silva et al. 2008; Coleman-Derr et al. 2016; FAOSTAT, 2017),
onde é cultivada para a extracdo e comercializacdo das fibras de suas folhas. A fibra do
sisal constitui na principal fibra dura vegetal produzida no mundo e, é utilizada para a
fabricacdo de fios, cordas, cordéis, tapetes e na construcao civil (Silva et al. 2008).

Desde 1961, o Brasil se destaca como o maior produtor de fibra de sisal no mundo
e, em 2017 a sua producdo atingiu 79,629 toneladas, correspondendo a 40 % de toda
producdo mundial (FAOSTAT, 2017). Embora a producéo brasileira seja a maior entre 0s
paises produtores de sisal. De acordo com dados da Food and Agriculture Organization
(FAOSTAT, 2017), a producao de fibra de sisal no Brasil diminuiu na ultima década,
tendo uma reducdo em mais de 50% na producédo de 2017 em comparacdo com o ano 2016.
Fatores como longos periodos de estiagem e problemas fitossanitarios sdo apontados como
causadores desse declinio ao longo dos anos (Coutinho et al. 2006; Silva et al. 2008).

O sisal é considerado uma planta rastica com poucos problemas com pragas e
doencas capazes de gerar prejuizos econémicos (Medina, 1954; Silva et al. 2008). A planta
possui caracteristicas morfolégicas como cuticula espessa em ambas as faces da lamina
foliar e células altamente lignificadas no cortex da raiz que a protege do ataque de pragas e
microrganismos patogénicos (Neto & Martins, 2012). Apesar dessa protecdo natural, uma
podriddo no caule causada pelo fungo Aspergillus welwitschiae tem sido o principal
problema fitossanitario da cultura durante décadas (Medina, 1954; Coutinho et al. 2006;
Duarte et al. 2018). Essa doenca é chamada de podriddo vermelha do sisal (Abreu, 2010),

mas também é conhecida como podriddo vermelha do tronco do sisal (Lima et al. 1998),



48

podriddo do tronco do sisal (Coutinho et al. 2006) ou podridao parda do sisal (Barbosa et
al. 2018), e no Brasil tem sido relatada em todos os estados produtores, com incidéncia na
Bahia variando de 5-40 % (Abreu, 2010).

O A. welwitschiae pode infectar o sisal em qualquer estadio de desenvolvimento,
desde mudas (rebentos) até plantas adultas, mas para que possa iniciar o processo de
infeccdo, o0 patdgeno necessita de algum tipo de injaria (mecéanica ou fisioldgica) nos
individuos (Coutinho et al. 2006; Silva et al. 2008). Nos plantios de sisal, as plantas
doentes sdo identificadas pelos sintomas externos como amarelecimento e murcha das
folhas. O caule infectado apresenta alteracdo na sua coloracdo interna, adquirindo
descoloracdo rosa/vermelhada nos tecidos com inicio da infec¢do, e nos tecidos mais
necrosados, a coloracdo varia entre parda a marrom (Coutinho et al. 2006; Duarte et al.
2018). As folhas das plantas infectadas sdo improprias para extracdo de fibras e com a
colonizacdo do patdgeno, o caule apodrece totalmente, causando o tombamento e a morte
do sisal.

Embora a podriddo vermelha ndo seja uma doenca recente na cultura do sisal,
estudos cientificos nesse patossistema tem sido historicamente negligenciado e até o
presente momento, informacfes sobre a interacdo A. welwitschiae - A. sisalana sao
escassas na literatura cientifica, principalmente nas questdes relacionadas com a
colonizacdo do patdgeno e a resposta a nivel celular da planta a infec¢do. A falta de tais
informac@es tem limitado a definicdo de estratégias de controle dessa doenca.

As observacBes citologicas da infeccdo muito frequentemente fornecem
informagdes significativas para as investigagoes sobre a interagdo planta-patdgeno (Kunoh,
2008; Gupta & Pandey, 2013). Entretanto é preciso selecionar o material vegetal adequado
e realizar o correto processamento das amostras para evitar resultados erréneos (Yeung,

1999) e para que possa visualizar a coloniza¢do do patdgeno nos tecidos e a resposta
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celular vegetal a este processo (Kunoh, 2008; Gupta & Pandey, 2013). A colonizagdo da
planta pelos patégenos, normalmente, caracteriza-se pela desagregacdo celular e pela
utilizacdo de nutrientes para desempenhar suas atividades vegetativas e reprodutivas
(Pascholati, 2011). Simultaneamente, o0 hospedeiro pode responder a presenca do patdégeno
através da formacéo de mecanismos de defesa (Pascholati, 2011).

Os mecanismos de defesa da planta ao ataque de agentes patogénicos podem ser
pré-formados e/ou induzidos e sdo divididos em estruturais e bioquimicos (Stangarlin et al.
2011; Miedes et al. 2014). Os estruturais constituem-se nas barreiras fisicas a penetracao e
a colonizacdo pelo patdgeno, enquanto os bioguimicos englobam a producdo de
substancias capazes de inibir o desenvolvimento do patdégeno ou gerar condi¢des adversas
para a sua sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro (Matiello et al. 1997; Agrios, 2005;
Stangarlin et al. 2011; Miedes et al. 2014). A combinacao das caracteristicas estruturais e
bioquimicas de defesa das plantas varia de acordo com o patégeno e o hospedeiro, bem
como a idade da planta, o tipo de 6rgéo e tecido atacado, a condi¢do nutricional da planta e
as condicdes climaticas (Agrios, 2005).

Nesse contexto, um estudo histoldgico de caules de sisal sadio e sintomatico pode
contribuir para a melhor compreensao dos aspectos inerentes a interacdo A. welwitschiae -
A. sisalana. Este trabalho tem como objetivo estudar os aspectos histopatoldgicos do caule

de sisal sadio e infectado naturalmente em condicao de campo.

Material e métodos

Selecéo e coleta do material vegetal

As plantas de sisal sadias e com sintomas morfoldgicos da podriddo vermelha

foram coletadas em duas propriedades na comunidade de Salgadalia, distrito de Conceigéo
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do Coité, Bahia, Brasil (Propriedade 1: Latitude 11°25'57"S e Longitude 39°11'19"W e
Propriedade 2: 11°40'21"S e Longitude: 39°1926"W). Em cada area foram selecionadas
trés plantas adultas sintomaticas e uma planta sadia. Nove fragmentos de caule (3 cm de
comprimento x 2 cm de largura) foram retirados de cada individuos para a realiza¢do do
estudo histologico e para o isolamento do patdégeno. Nos caules infectados, os fragmentos

foram retirados da regido limitrofe entre a area lesionada e a area sadia.

Isolamento, preservacao e identificacdo do patégeno

Os fragmentos do caule infectado foram lavados em agua corrente para retirada de
impurezas e foram desinfestados em alcool 70 % durante um minuto, seguido de
hipoclorito de sédio (1%) durante um minuto e trés lavagens seguidas com agua destilada
esterilizada. O excesso de agua foi removido usando papel de filtro esterilizado (Whatman
n°. 1). Posteriormente, esses fragmentos foram transferidos para placas de Petri de 9 cm
contendo meio de cultivo Batata, Dextrose e Agar (BDA). As placas foram vedadas e
incubadas por 4 a 5 dias a 28°C no escuro. Apos esse periodo, as colbnias fungicas
crescidas ao redor dos fragmentos foram transferidas para novas placas de Petri contendo o
mesmo meio e mantidas nas mesmas condi¢des para obtencdo da cultura pura.

A preservacdo dos isolados de Aspergillus ocorreu com a transferéncia de discos de
micélio contendo conidios para agua esterilizada em frascos de vidro com tampa de
borracha e mantidos 7°C e para glicerol 30% em tubos criogénicos esterilizados para
conservacao em ultrafreezer a -80°C.

A identificacdo dos isolados de Aspergillus foi realizada com base na morfologia e

biologia molecular, conforme descrito e publicado por Duarte et al. (2018).
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Anatomia e histoquimica do caule de A. sisalana

As amostras do caule de sisal sadio e infectado foram fixadas em FNT (Formalina
Neutra Tamponada:tampdo fosfato, formalina, 9:1 v/v) por 48 horas (Lillie, 1965),
submetidas a vacuo durante o processo de fixacdo e conservadas em alcool etilico 70%. O
material foi desidratado em série etilica e inserido em 2-hidroxietilmeta-acrilato
(historresina-Leica) segundo Meira & Martins (2003). Seccdes transversais e longitudinais
com espessura variavel (5 - 12 um) foram obtidas em micrétomo rotativo (Leica RM2245).

Os cortes foram corados com azul de toluidina em pH 4,4 (O’Brien & McCully,
1981) e para a visualizacdo das estruturas do patdgeno foi realizada uma dupla coloracéo
com azul de toluidina e fucsina basica (Junqueira, 1990). As laminas foram montadas com
resina sintética (Permount/Fisher).

Os testes histoquimicos foram realizados com amostras fixadas e frescas. O
material fixado foi obtido conforme descrito anteriormente, entretanto sem passar pelo
processo de coloracdo. As amostras frescas foram obtidas do material conservado no alcool
70%, as quais foram isoladas e seccionadas em criomicrétomo Leica CM1850. Os cortes
foram submetidos aos seguintes testes histoquimicos: compostos fendlicos (Cloreto de
Ferro 1ll) (Johansen, 1940), lignina (Floroglucinol acidificado) (Johansen, 1940) e
polissacarideos (PAS - Acido Periddico/Reagente de Schiff) (McManus, 1948). O controle
para os testes seguiu o preconizado na metodologia.

A fotodocumentacdo foi realizada em microscopio (Olympus BX51) acoplado ao
sistema fotogréafico digital (Olympus A330). As escalas das figuras foram obtidas por meio
da projecdo de uma lamina micrométrica fotografada/digitalizada nas mesmas condigdes

Opticas das ilustracoes.
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Resultados

Os isolados de Aspergillus obtidos dos fragmentos de caule de sisal com a podridao
vermelha analisados no estudo histologico foram identificados morfologicamente como as
especies A. welwitschiae/A. niger. A analise molecular confirmou que os isolados
pertencem a espécie de A. welwitschiae (Dados publicados por Duarte et al. 2018). Nao
houve crescimento de outros fungos ou bactérias nos fragmentos de caule infectado,
confirmando que as observacbes das alteracGes anatdmicas no tecido caulinar do sisal
foram causadas pelo A. welwitschiae.

A comparacdo entre as amostras dos caules sadios e infectados, das duas areas de
estudo, evidenciou as mesmas caracteristicas anatémicas e histoquimicas. Além disso, nos
individuos infectados, o patdgeno também apresentou 0 mesmo comportamento nos
tecidos, ndo havendo diferenca quanto as propriedades amostradas.

Em seccéo transversal, o caule do tipo prato onde estdo inseridas as folhas em uma
filotaxia espiralada é constituido por epiderme, cortex e cilindro vascular. No caule de A.
sisalana ndo ocorre endoderme anatomicamente definida, por isso torna-se dificil a
delimitacdo exata entre o cortex e o cilindro vascular. Todo o parénquima de
preenchimento e 0s espacos entre os feixes vasculares sdo formados por numerosas
camadas de células isodiamétricas (Figura la, b). Geralmente estas células sdo grandes e
com parede celular delgada, e delimitam pequenos espacos intercelulares (Figuralb).

O sistema vascular é do tipo atactostelo, com feixes vasculares distribuidos de
forma aleatéria no cilindro vascular (Figura la). Os feixes vasculares do caule séo
envolvidos por um anel externo de células esclerenquiméticas (Figura 1a, ¢). A posi¢do

ocupada pelo xilema e floema nos feixes vasculares é colateral com floema voltado para a
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periferia e o xilema para a regido central (Figura 1c). Os elementos de vaso possuem
espessamento predominantemente do tipo escalariformes (Figura 1d).

No caule sdo encontrados idioblastos contendo cristais finos, pontiagudos e
reunidos em feixes, denominados de rafides (Figura 1le). Essas células encontram-se
dispersas em todo o parénquima, desde o cOrtex até a regido intervascular.

Na seccao transversal do caule de sisal com a podriddo vermelha, foi observado que
a infeccdo estava presente em todo o parénquima fundamental, desde o cortex (Figura 2a)
até o cilindro vascular (Figura 2b).

A coloracgdo avermelhada presente no tecido infectado reagiu com o corante do azul
de toluidina no processo de coloracdo adquirindo coloracdo esverdeada, diferente do tecido
sadio que corou de azul a roxo (Figura 2a, b, c, d). Essa diferenca de coloragédo
possivelmente esta relacionada com a presenca de compostos quimicos distintos nesses
tecidos.

As células parenquimaticas do tecido infectado apresentam-se com a parede celular
degradada e sem formato definido (Figura 2a, b). Nas células ndo degradadas, observa-se
um aumento na espessura de suas paredes, possivelmente pela deposicdo de lignina (Figura
2b, ¢). Esse aumento da espessura é mais acentuado nas células que delimitam o tecido
sadio do infectado (Figura 2c).

Os feixes vasculares colonizados ficam completamente destruidos com a
degradacédo dos elementos de vaso do xilema e as células do floema perdem a sua forma e
como resultado sua visualizacdo nem sempre € possivel (Figura 2d, €). Alguns elementos
de vaso encontram-se obliterados por um material amorfo, corado fortemente pelo azul de
toluidina adquirindo coloracéo roxa a verde (Figura 2d, e).

Os idioblastos contendo os cristais assim como as demais células do parénquima

com a podridao vermelha também apresentam coloragdo esverdeada da parede celular que
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diferem daquelas observadas nas células sadias (Figura 1e). Estas células apresentam certa
resisténcia a colonizacdo, ndo se degradando com facilidade como as demais células
parenquimaticas e, em alguns casos, foram observadas apenas as células idioblastica em
tecidos totalmente degradados (Figura 2f, g).

A dupla coloracdo com azul de toluidina e fucsina basica foi eficaz na coloragédo
das estruturas do A. welwitschiae. As sec¢des longitudinais (Figuras 2h, i, j, k, I, m, n)
evidenciam a presenca do A. welwitschiae nos elementos de vaso (Figura 2h) e em células
do parénquima (Figuras 2j, k, I). Essas observacGes sugerem que o A. welwitschiae
coloniza o caule de A. sisalana tanto pelas células parenquimaticas quanto pelos feixes
vascular (Figuras 2 b e d). As hifas do A. welwitschiae podem ser encontradas em espacos
intercelulares (Figura 2i) e no interior das células parenquimaticas (Figuras 2j, k e I). As
células do parénquima podem ser significativamente colonizadas ou ndo pelo A.
welwitschiae (Figuras 2j, k, 1). Em algumas sec¢des do tecido necrosado também foram
encontradas estruturas de resisténcia do A. welwitschiae (Figuras 2m, n). Os clamiddsporos
apresentam células vegetativas de parede celular espessa e de forma arredondada sendo
encontrados intercalarmente nas hifas (Figuras 2m, n).

A seccdo transversal do caule de A. sisalana sadio (controle), e sem a aplicacdo dos
corantes, apresentou aspecto natural incolor (Figura 3a), enquanto que na sec¢do do caule
infectado todo o cilindro vascular na mesma condicdo apresenta uma pigmentacao
vermelha intensa (Figura 3b). A pigmentacdo vermelha esta presente em células do
parénquima, nos feixes vasculares (Figura 3c) e também idioblastos (Figura 3d). Através
de testes histoquimicos foi evidenciada a presenca de compostos fenolicos nessas células
(Figuras 3e, f, g). A reacdo para compostos fendlicos foi positiva apenas para o tecido
infectado, sugerindo que os compostos fendlicos foram produzidos como resposta da

planta a colonizacgdo do patogeno.
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No teste histoquimico para deteccdo de lignina, nas plantas sadias as unicas células
com reagdo positiva ao teste foram as células do xilema (Figura 3h). O teste histoquimico,
quando aplicado nos caules infectados, a parede celular das células do parénquima nao
degradadas reagiram positivamente para a presenca de lignina na sua composi¢édo, obtendo
assim coloracao rosa (Figuras 3i, j). Esse resultado revela que a deposicdo de lignina em
células parenquimaticas ocorreu como resposta defesa da planta a colonizacdo do A.
welwitschiae. Houve destaque para as células que delimitam o tecido sadio do infectado
que apresentaram parede celular mais espessa, possivelmente pela maior deposicéo lignina.
Além disso, as células degradadas foram negativas ao teste, demonstrando que ndo existe
lignina na sua composicdo, sugerindo que a lignina pode ter sido degrada pelo A.
welwitschiae (Figura 3i).

Os tecidos dos caules sadios e infectados foram positivos ao teste para deteccdo de
polissacarideos com a reacdo de PAS (Figuras 3k, I, m, n), merecendo destaque para 0s
individuos infectados que apresentaram a presenca de polissacarideos nos espagos
intercelulares (Figuras 3K, 1) e também na obliteracdo dos elementos de vaso (Figuras 3m,
n). A presenca de polissacarideos no xilema foi observada apenas nos tecidos infectados,
evidenciando que esse comportamento ocorre como resposta de defesa da planta as acGes

do A. welwitschiae.

Discussao

A organizacdo dos elementos estruturais e a distribuicdo dos feixes vasculares
observados na seccdo transversal do caule de A. sisalana € comum de espécies
monocotileddneas e esta de acordo com as caracteristicas ja reportadas por Neto & Martins

(2012) no estudo anatbmico da mesma espécie.
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Assim como foi constatada a presenca de cristais tipo rafides por todo o
parénquima de preenchimento, Neto & Martins (2012) também descreveram a presenca
por inclusdo celular em todo o mesofilo de A. sisalana, com maior concentracdo entre as
células do parénquima palicadico. De acordo com Paiva & Machado (2005), os cristais
podem ocorrer em todos os tecidos das plantas. O numero, localizacéo e os tipos de cristais
varia entre familias de plantas, sendo os rafides o mais comum em monocotiledéneas
(Prychid & Rudall, 1999). A ocorréncia natural por inclusdo celular pode estar associada
tanto com o processo de eliminacdo de excesso de calcio, como em algumas espécies
podem atuar na protecdo contra herbivoros (Franceschi & Nakata, 2005). Alguns estudos
também demonstram que a presenca, quantidade e tipos de cristais em tecidos vegetais
pode ser influenciada pela infec¢do de fungos fitopatogénicos (Ceita et al. 2007; Uloth et
al. 2015). Embora os idioblastos com réafides estejam presentes nos tecidos de A. sisalana,
a sua funcdo na planta ainda ndo foi esclarecida, e principalmente a sua relacdo na
interacdo planta-patdgeno. As analises histoldgicas ndo revelaram diferencas para este
elemento nos tecidos sadios e infectados, no entanto nas sec¢bes do tecido infectado é
evidenciado que existe uma determinada resisténcia dos idioblastos a colonizacdo do A.
welwitschiae. Com base nos resultados encontrados, acredita-se que esta resisténcia esteja
associada a propria estrutura das rafides, que podem atuar como uma barreira fisica no
processo de infecgéo.

A diferenca de coloracdo adquirida pelos tecidos do caule com o azul de toluidina
foi uma caracteristica frequentemente observada em todas as sec¢des analisadas. Dessa
forma foi possivel diferenciar com facilidade o tecido ndo degradado (azul-roxo) do
infectado (verde). Essa diferenciacdo de coloragdo ocorre porque o azul de toluidina é um
corante catidnico metacromatico de grande versatilidade e dependendo da composi¢do

quimica da parede celular, pode conferir diferente coloragdo ao tecido (O’Brien et al. 1964;
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Sridharan & Shankar, 2012). A coloracgéo esverdeada do tecido colonizado ocorreu devido
a presenca de compostos fendlicos, também demonstrado pela reacdo positiva ao teste
histoquimico. Bach & Santos (2007) também observaram reacdo semelhante na coloracao
da parede celular de Frullania brasiliensis Raddi com o mesmo corante, obtendo assim,
cor verde na presenca de fendis.

Os resultados da histologia demonstram que a pigmentacdo vermelha nos tecidos
infectados esta relacionada a producdo de fenodis. Embora os fendis geralmente sejam
apontados como mecanismo de defesa bioguimico pré-formado na literatura (Schwan-
Estrada et al. 2008; Pascholati, 2011; Stangarlin et al. 2011), a analise histoquimica nao
detectou essas substancias no tecido sadio de sisal, sugerindo que os compostos fenolicos
estavam ausentes ou presentes em baixa concentracdo nas células, que reagiram
negativamente ao teste. No entanto, esse resultado reforca a hipdtese de que o sisal
necessita de um precursor, que neste caso seria 0 A. welwitschiae para iniciar a producao
ou aumentar a concentracdo dessas substancias nos tecidos como resposta de defesa para
conter a infeccdo. Além dos compostos fendlicos serem tdxicos ao patdgeno ou criarem
condicdes adversas para o crescimento do mesmo na planta (Agrios, 2005; Stangarlin et al.
2011), a via fenilpropandide responsavel pela sua biossintese também € base para sintese
de outros grupos de polifendis e lignina também relacionados com a defesa da planta
(Schwan-Estrada et al. 2008), indicando que outras vias do metabolismo secundario do
sisal podem ser ativadas contra o A. welwitschiae.

A dupla coloragdo com o azul de toluidina e fucsina basica foi eficaz em diferenciar
as estruturas de A. welwitschiae das células vegetais nas sec¢des infectadas do sisal, assim
como foi reportado por Duarte et al. (2018). N&o foi observada a presenga do patdégeno nos
cortes dos caules sadios, reforcando que as plantas assintométicas amostradas realmente

nao se encontravam infectadas. A auséncia do A welwitschiae no tecido sadio fortalece a
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tese que existe uma via de infec¢do do fungo no sistema vascular do sisal. A fase de pré-
penetracdo ainda nao foi bem esclarecida nesse patossistema, entretanto sabe-se que o
patdgeno é considerado um parasita fraco, pois ndo consegue penetrar tecidos néo
injuriados, necessitando de lesdes para iniciar o processo de infeccdo (Coutinho et al.
2006; Duarte et al. 2018). Sendo assim, os ferimentos ocasionados pelas capinas e retiradas
de mudas (rebentos) sdo apontadas como importantes vias de penetracdo para o fungo
(Silva et al. 2008). Duarte et al. (2018) também sugerem com base em resultados
histoldgicos e na sintomatologia da doenca, que os danos nas bainhas foliares na porcao
inferior do caule proximo ao solo (onde o fungo é comumente encontrado) como o local
mais provavel da infec¢do do A. welwitschiae no hospedeiro.

Nas plantas de sisal sintomaticas em campo, além do A. welwitschiae esta presente
no tecido caulinar como demonstrado neste estudo, 0 mesmo também pode ser encontrado
em tecidos de folhas e raizes (Duarte et al. 2018), indicando que o fungo realiza uma
colonizacdo sistémica, distribuindo-se por toda a planta (Agrios, 2005). Esta suposicdo €
fortalecida com a visualizacdo de suas hifas nas células de conducdo do xilema e também
nas células do cilindro vascular.

O presente estudo revela pela primeira vez que o fungo A. welwitschiae também
pode comporta-se como patdgeno vascular e que possivelmente, os sintomas morfoldgicos
de amarelecimento e murcha das folhas observados nas plantas infectadas em condicédo de
campo (Coutinho et al. 2006; Duarte et al. 2018) estdo relacionados com a colonizacéo e
obliteracdo dos feixes vasculares.

O blogueio dos vasos do xilema é um mecanismo estrutural de defesa utilizado
pelas culturas da banana, tomate e pepino contra o F. oxysporum (Beckman et al. 1972;
Vandermolen et al. 1987; Wang et al. 2015). Este € o primeiro relato da obliteracdo dos

elementos de vaso em A. sisalana como mecanismo de resisténcia contra o A.
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welwitschiae. Embora ndo seja possivel afirmar qual material amorfo é responsavel pela
oclusdo do xilema em A. sisalana, sabe-se que o bloqueio pode ocorrer pela formacéo de
tiloses (Wang et al. 2015), gomas (Grimault et al. 1994; Araujo et al. 2014) ou géis
(Clérivet et al. 2000; Araujo et al. 2014). Além disso, o resultado dos testes histoquimicos
demonstra claramente que a estrutura oclusiva no sisal pode conter diferentes componentes
(compostos fenolicos e polissacarideos) para aumentar a eficiéncia do bloqueio. A cultura
da manga apresenta resposta de defesa semelhante contra o fungo Ceratocystis fimbriata,
obstruindo os vasos do xilema com material amorfo formado por compostos fendlicos e
polissacarideos (Araujo et al. 2014).

O teste histoquimico comprovou que a lignificacdo da parede celular é um
mecanismo estrutural pos-formado empregado pela A. sisalana para conter e retardar a
colonizacdo do A. welwitschiae. Resposta de defesa semelhante também foi observado na
cultura do algodéo e pimenta, havendo um aumento na producéo de lignina em seus caules
apos serem infectadas pelo patogeno Verticillium dahliae (Pomar et al. 2004; Xu et al.
2011). Além de atuar como barreira fisica no processo de colonizacdo dos tecidos, as
células lignificadas da A. sisalana podem agir na protecdo da planta contra toxinas e
enzimas secretadas pelo patégeno, bem como pode impedir a transferéncia de agua e
nutrientes das células hospedeiras para 0 mesmo (Smith et al. 2007). Este achado
reaconfirma ainda que outra via do metabolismo secundario da A. sisalana foi ativada em
resposta ao A. welwitschiae.

Este estudo ilustra pela primeira vez a producdo de estrutura de resisténcia
(clamiddsporos) por A. welwitschiae. A capacidade de produzir tal estrutura também foi
mencionada na literatura para outras espécies do género Aspergillus como A. parasiticus
(Abou-Gabal & Fagerland, 1981) e A. flavus (Singh & Singh, 2012). As funcdes bioldgicas

atribuidas aos clamiddsporos diferem entre as espécies de fungos. No caso das espécies de



60

A. parasiticus e A. flavus a producdo dos clamiddsporos esta associada com a producdo de
aflatoxinas (Abou-Gabal & Fagerland, 1981; Singh & Singh, 2012), enquanto 0s
clamiddsporos das espécies de Fusarium sdo os principais meios de sobrevivéncia a longo
prazo na auséncia do hospedeiro e desempenham um papel importante como o principal
indculo que infecta plantas (Couteaudier & Alabouvette, 1990; De-Cal et al. 1997; Akhter
et al. 2016). Como os clamidosporos foram observados apenas em tecido colonizado,
provavelmente, a producdo desta estrutura de resisténcia por A. welwitschiae tenha sido
induzida pela presenca dos compostos fendlicos na regido infectada. Apesar disso, a funcao
dos clamidosporos de A. welwitschia no tecido necrotico do sisal e os fatores que
estimulam a sua producéo € algo totalmente novo e que precisa ser melhor investigado.
Embora seja desconhecido o periodo de incubacdo da podriddao vermelha do sisal
em condicdo de campo, observa-se que as plantas sintomaticas podem sobreviver por
algum periodo de tempo, em funcao da colonizacédo do tecido pelo A. welwitschiae ocorrer
de forma lenta (Bock, 1965; Silva et al. 2008). O presente estudo elucida pela primeira vez
que, este atraso no processo de colonizagdo do caule deve-se, provavelmente, aos
mecanismos de defesa da planta induzidos pelo patdgeno. Apesar de identificar
mecanismos estruturais e bioguimicos em todas as plantas de A. sisalana infectadas
naturalmente em campo, os resultados obtidos ndo sdo suficientes para correlacionar a
presenca de tais mecanismos com a resisténcia da planta ao patdgeno, principalmente pela
auséncia de informacbes referentes ao periodo de incubacdo. Sendo assim, faz-se
necessario a realizacdo de experimentos com plantas infectadas artificialmente para a
melhor compreensédo da resposta de defesa da A. sisalana ao A. welwitschiae. A partir dos
resultados obtidos nesta pesquisa, a inducdo dos mecanismos de resisténcia do sisal
também poderad ser um critério utilizado para selecionar potenciais agentes de controle

bioldgico nos estudos relacionados com o controle da podriddo vermelha.
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Em virtude dos fatos mencionados, concluimos que as observacdes microscopicas
do caule de sisal sadio e infectado forneceram informacdes significativas sobre a interacao
A. sisalana- A. welwitschiae, como a colonizacdo e comportamento do patégeno no tecido
caulinar infectado e a resposta de defesa da planta através de mecanismos estruturais e

bioquimicos.
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Legendas das figuras

Figura 1. A. sisalana Perrine - Secgdo transversal (A, B, C e E) e seccdo longitudinal (D)
do caule. Visdo geral do parénquima e distribuicdo dos feixes vasculares (A). Células do
parénquima (B). Visdo de um feixe vascular (C e D). Célula idioblastica contendo cristais
(E). Abreviaturas: be= bainha esclerenquimatica; cr= cristais; ph= floema; vb= feixe
vascular; i= idioblasto; p= parénquima; x= xilema. Escalas: 150 um (A); 30 pum (B) 60 um
(C, D); 15 um (E).

Figura 2. Agave sisalana Perrine - Seccdo transversal (B, C, D e G) e seccéo longitudinal
(AE,F, H, 1, J,K, L, MeN) do caule com a podriddo vermelha. A- Cortex apresentando
células doentes. B-Vista geral do cilindro vascular com células doentes (Barra), sadias
(asterisco) e com aumento da parede celular (seta). C- Células apresentando aumento da
parede celular (seta). D, E- visdo de um feixe vascular com células doentes e vasos
obliterados. F, G- Cristais em célula do parénquima. H- Hifas do patégeno nos elementos
de vaso (seta). I- Hifa em espacos intercelulares (seta). J, K, L- Hifas nos espacos
intracelulares (setas). M, N- Estruturas de resisténcia do patdgeno (setas). Abreviaturas:
co= Cortex; fl= floema; i= idioblasto; p= parénquima; x = xilema; vb= feixe vascular.
Escalas: 150 um (B); 30 um (A, C, D, E); 15 um (F, G); 1 yum (H, I, J, K, L, M, N).

Figura 3. Caracterizacdo histoquimica de A. sisalana sadia e com a podriddo vermelha.
Seccdo transversal (A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, K, L, M) e secgéo longitudinal (N). Vista
geral de um cilindro vascular de uma planta sadia e sem coloracdo (A). Vista geral do
cilindro vascular de uma planta doente e sem coloracdo (B). Feixe vascular (C) e idioblasto
(D) apresentado pigmentacdo avermelhada. Reagdo positiva para compostos fendlicos no
parénquima (E), feixe vascular (F) e idioblasto (G). Reacéo positiva para lignina (H, I e J).
No individuo sadio, a reacdo foi positiva apenas nas células do xilema (H). No individuo
doente, todas as células sadias do parénquima reagiram positivamente para deteccdo de
lignina (asterisco) (I e J), enquanto as células com a doenca foram negativas ao teste (seta)
(). Reagdo positiva para polissacarideos com PAS (K, L, M e N). Reagdo positiva em
todas as células do parénquima com destaque para 0s espacos intercelular (seta) (Ke L) e
o0s elementos de vaso do xilema (seta) (M e N). Abreviaturas: fl= floema; i= idioblasto; p=
parénquima; vascular x = xilema; vb= feixe. Escalas: 150 um (A, B); 60 um (E, I, K); 30
um (C, F, H, M, N); 15 um (D, G, J, L).
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Trichoderma spp. NO CONTROLE DA PODRIDAO VERMELHA DO SISAL:
ESTUDOS HISTOLOGICOS E MECANISMOS DE ACAO

Resumo: A podriddo vermelha causada pelo Aspergillus welwitschiae tem sido
um fator limitante para a sustentabilidade e expansao da cultura do sisal no Brasil.
Este trabalho teve como objetivos: i) avaliar o antagonismo de isolados de
Trichoderma spp. sobre o A. welwitschiae; ii) avaliar o controle da podriddo
vermelha em plantas de sisal e iii) estudar a interacdo entre Trichoderma - A.
welwitschiae - Agave sisalana ao nivel tecidual na planta. No pareamento das
culturas, os isolados T. harzianum (TCS1, TCS76 e TCS35), T. koningii (R39,) T.
piluliferum; (R72) e T. aureoviride (R78) inibiram acima de 70% o crescimento
micelial de A. welwitschiae. Os metabolitos volateis dos Trichoderma spp. inibiram
entre 50-66% o didmetro do patdgeno. A esporulacdo de A. welwitschiae foi
menor na presenca dos metabolitos volateis dos isolados T. harzianum (TCS35),
T. asperellum (TCS83), T. virens (R62), T. viride (R75) e T. aureoviride (R78). Os
metabolitos ndo volateis de T. harzianum (F12) destacaram-se na inibicdo da
germinacdo de esporos (97%), o crescimento micelial (80%) e esporulacdo
(2,03E+07 conidios.mlt). As mudas de sisal tratadas com os isolados T.
longibrachiatum (TCS15), T. harzianum (TCS76, TCS35, R74 e F12), T.
asperellum (TCS81, TCS83 e TCS85), T. virens (R62), T. viride (R75) e T.
piluliferum (F130) apresentaram redugdo da incidéncia da podriddo vermelha
variando de 70 a 93% e reducdo de 97% na severidade da doenca. Os cortes
histolégicos das mudas de sisal evidenciaram que ndo houve progresso da
doenca nos tecidos do caule, devido a lignificacdo de células parenquimaticas.
Hifas, conidi6foros e conidios dos isolados T. longibrachiatum (TCS15), T. virens
(TCS43), T. harzianum (TCS35,) T. asperellum (TCS81 e TCS85), T. viride (R75)
e T. piluliferum (F130) foram observados nos tecidos caulinares. Os isolados de
Trichoderma spp. induziram respostas de defesa no tecido do caule do sisal e
inibiram o crescimento de A. welwitschiae, sendo promissores agentes de
biocontrole e podem ser formulados e avaliados em campo para o controle da

podriddo vermelha do sisal.

Palavras-chave: A. welwitschiae, Mecanismos de defesa, Histologia, Lignificacdo
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Trichoderma spp. IN THE CONTROL OF SISAL BOLE ROT DISEASE:
HISTOLOGICAL STUDIES AND ACTION MECHANISMS

ABSTRACT: Sisal bole rot disease caused by Aspergillus welwitschiae has been
a limiting factor for the sustainability and expansion of sisal culture in Brazil. This
work aimed at: i) evaluating the antagonism of Trichoderma spp. on A.
welwitschiae; ii) evaluating the control of bole rot disease in sisal plants and iii)
studying the interaction between Trichoderma - A. welwitschiae - Agave sisalana
at the plant tissue level. In culture pairing, isolates T. harzianum (TCS1, TCS76 e
TCS35), T. koningii (R39,) T. piluliferum; (R72) and T. aureoviride (R78) inhibited
above 70% the mycelial growth of A. welwitschiae. The volatile metabolites of
Trichoderma spp. inhibited between 50-66% the diameter of pathogen. The
sporulation of A. welwitschiae was lower in the presence of the volatile metabolites
of isolates T. harzianum (TCS35), T. asperellum (TCS83), T. virens (R62), T.
viride (R75) and T. aureoviride (R78). The non-volatile metabolites of T. harzianum
(F12) caused the inhibition of spore germination (97%), mycelium growth (80%),
and sporulation (2.03E+07 conidia.mlt). Plants treated with T. longibrachiatum
(TCS15), T. harzianum (TCS76, TCS35, R74 e F12), T. asperellum (TCS81,
TCS83 e TCS85), T. virens (R62), T. viride (R75) and T. piluliferum (F130)
showed a reduction in the incidence of bole rot disease ranging from 70 to 93%
and a reduction of 97% in disease severity. The histological sections of the sisal
bulbils evidenced that there was no progress of the disease in the stem tissues,
because of lignification of the parenchyma cells. Hyphae, conidiophores and
conidia of isolates T. longibrachiatum (TCS15), T. virens (TCS43), T. harzianum
(TCS35), T. asperellum (TCS81 e TCS85), T. viride (R75) and T. piluliferum
(F130) were observed in stem tissue. The isolates of Trichoderma spp. induce
defensive responses in sisal stem tissue and inhibit growth of A. welwitschiae,
being promising agents of biocontrol and can be formulated and evaluated in the

field for control of sisal bole rot disease.

Key words: A. welwitschiae, Defense Mechanisms, Histology, Lignification.
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Introducéo

O sisal (Agave sisalana Perrine) € uma planta suculenta perene de folhas
grandes, as quais sao inseridas diretamente no caule em forma de espiral (SILVA
et al., 2008). A planta € originaria de regides aridas e semiaridas do México e seu
cultivo é voltado principalmente para a extracdo da fibra das folhas (SILVA et al.,
2008; COLEMAN-DERR et al., 2016). A fibra do sisal é categorizada como dura e
€ destinada para a industria téxtil (cordas, cordéis, fios e tapetes), sendo também
usada na confeccdo de artesanato, na construcao civil e na indastria de papel
(GUTIERREZ et al., 2008; BASU et al., 2012; SENTHILKUMAR et al., 2018;
NAVEEN et al., 2019).

Dentre os paises produtores de sisal, o Brasil destaca-se como o0 maior
produtor mundial com area cultivada de 84,861 hectares e producdo de 79,629
toneladas em 2017, correspondendo a 40% de toda a produgcdo mundial
(FAOSTAT, 2019). No Brasil, o cultivo do sisal concentra-se na regiao Nordeste,
com destaque para o Estado da Bahia com 120,000 hectares de area plantada e
95,3% da producdo nacional em 2017 (IBGE, 2017). Em geral, a cultura do sisal é
explorada em areas de pequenos produtores, com predominio de mao de obra
familiar e sendo considerada em muitos casos, como a Unica cultura capaz de
oferecer resultados econémicos satisfatorios nas condi¢cdes edafocliméticas do
semiarido baiano (SILVA et al., 2008).

A podridao vermelha do sisal causada pelo fungo Aspergillus welwitschiae,
tem sido o principal problema fitossanitario da cultura durante décadas,
contribuindo para reducdo da area plantada e consequentemente producao de
fibora (MEDINA, 1954; COUTINHO et al.,, 2006; ABREU, 2010; DUARTE et al.,
2018). No Brasil, a podriddo vermelha tem sido reportada em todas as areas
produtoras de sisal (ABREU, 2010) com incidéncia variando entre 5-40%
(COUTINHO et al., 2006; ABREU, 2010).

O A. welwitschiae € considerado um parasita fraco por depender de
condi¢cbes de estresse ou injuria da planta para infecta-la e causar a patologia
(COUTINHO et al., 2006; DUARTE et al., 2018; SILVA et al.,, 2008). Cortes
histol6gicos do caule de sisal com podriddo vermelha evidenciaram que o A.

welwitschiae além de colonizar as ceélulas paranquimaticas também afeta os
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feixes vasculares com degradacdo dos elementos de vaso, resultando em
sintomas externos como amarelecimento e murchamento das folhas (DUARTE et
al., 2018). Com o progresso da doenca, o caule é completamente apodrecido,
causando o tombamento e a morte da planta.

Até o presente momento ndo existe nenhum produto registrado para o
controle dessa doenca. O manejo desta cultura sem aporte tecnoldégico em termos
de manejo e conservacdo de solo, uso de mudas com qualidade genética e
fitossanitaria, juntamente com o monocultivo tem contribuido para o aumento da
podriddo vermelha nas &reas produtoras de sisal. Dessa forma, devido a
importancia socioeconémica do sisal, métodos de controle para a podridao
vermelha no sisal sdo imprescindiveis para a sustentabilidade e expanséo dessa
cultura.

O controle biolégico pode ser uma estratégia de controle eficaz para a
podriddo vermelha do sisal, pois além dos agentes microbianos apresentarem
diferentes mecanismos de controle como antibiose, micoparasitismo e
competicdo, estes tém baixa toxicidade e podem proporcionar outros beneficios
para a planta hospedeira como a indugdo de resisténcia, promocdo de
crescimento e tolerancia a estresses abioticos (ROATTI et al., 2013; VERMA et
al., 2007; ZAIDI et al., 2014). Para patégenos de solo e que sobrevivem em restos
de cultura, o controle bioldgico tem sido um método com resultados positivos e
recomendados (GAVA e MENEZES, 2012; LOBO JUNIOR et al., 2009), pois os
agentes de biocontrole podem atuar sobre os patégenos e também atacar suas
estruturas de resisténcias (MELO, 1996).

Especies do género Trichoderma sdo os agentes de biocontrole mais
estudados contra fitopatdgenos e estima-se que mais de 60 % dos biofungicidas
registrados mundialmente sdo a base de Trichoderma (VERMA et al., 2007). As
espécies desse género de fungo sdo geralmente habitantes saprofitas do solo,
mas também podem ocorrem como simbiontes nos diferentes 6rgaos de plantas
(HARMAN et al., 2004; MUKHERJEE et al., 2012). Dependendo da espécie, o
Trichoderma sp. pode ter um ou mais mecanismos de acdo contra 0 patogeno,
como a producdo de toxinas (antifingicos, quitinases), micoparasitismo
(enrolamento, penetracdo e dissolucdo do citoplasma de hifas de patdgenos),

inducdo de mecanismos de defesa do hospedeiro, ou sucesso na competicao por
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nutrientes e espaco na rizosfera e/ou na planta (HARMAN et al., 2004; HOWELL,
2003; ROATTI et al., 2013). O Trichoderma spp. também pode colonizar os
tecidos externos e/ou internos das raizes (MUKHERJEE et al.,, 2012) e outros
orgaos da planta, como endoliticos (DRUZHININA et al., 2011).

Estudos in vitro e in vivo realizados por Sa (2009 e 2013) selecionaram
isolados de Trichoderma spp. com potencial para o controle da podridao vermelha
do sisal. Dessa forma, este trabalho teve como objetivos: i) avaliar o antagonismo
de isolados de Trichoderma spp. sobre o A. welwitschiae; ii) avaliar o controle da
podriddo vermelha em plantas de sisal e iii) estudar a interacédo entre Trichoderma

- A. welwitschiae — A. sisalana ao nivel tecidual na planta.

Material e métodos

Isolados de Trichoderma spp. e A. welwitschiae

Dezoito isolados de Trichoderma spp. de diferentes nichos ecol6gicos e um
isolado de A. welwitschiae (A1P1) foram obtidos da colecdo de culturas do
Laboratério de Microbiologia Agricola da Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia-UFRB (Tabela 1).



Tabela 1.

Isolados de Trichoderma spp. e A. welwitschiae,

(morfologica e molecular), origem e nicho ecoldgico

78

identificacao

Isolados Identificac&o Origem Nicho ecoldgico
TCS1t Trlchoderma Campo Formoso/Ba Sc_)lo/proxn’r_]o de
harzianum raizes de sisal
TCS6?! T. harzianum Campo Formoso/Ba Solo/proximo de
raizes de sisal
TCS15'  T.longibrachiatum Campo Formoso/Ba Solo/proximo de
raizes de sisal
TCS43t T virens Retirolandia/Ba Solo/proximo de
raizes de sisal
TCS35!  T. harzianum Araci/Ba Solo/proximo de
raizes de sisal
TCS76!  T. harzianum Valente/Ba Solo/proximo de
raizes de sisal
TCS81?  T. asperellum Bom Jesus da Lapa/Ba Solo/proximo de
raizes de bananeira
TCS83?  T. asperellum Bom Jesus da Lapa/Ba Solo/proximo de
raizes de bananeira
TCS85%  T. asperellum Bom Jesus da Lapa/Ba Solo/proximo de
raizes de bananeira
R393 T. koningii Conceicdo do Coité/Ba  Raiz/sisal sadio
R62° T. virens Conceicdo do Coité/Ba  Raiz/sisal sadio
R723 T. piluliferum Conceicéo do Coité/Ba  Raiz/sisal sadio
R743 T. harzianum Conceicdo do Coité/Ba  Raiz/sisal sadio
R753 T. viride Conceicdo do Coité/Ba  Raiz/sisal sadio
R783 T. aureoviride Conceicdo do Coité/Ba  Raiz/sisal sadio
C1533 T. piluliferum Conceicdo do Coité/Ba  Caule/sisal sadio
F123 T. harzianum Conceicéo do Coité/Ba  Folha/sisal sadio
F130°3 T. piluliferum Conceicdo do Coité/Ba  Folha/sisal sadio
4 Aspergillus - " :
Al1P1 . ) Conceicdo do Coité/Ba  Caule/sisal doente
welwitschiae

lldentificagcdo molecular realizada por Sa (2013); °2ldentificacdo molecular
realizada por Mascarenhas (2016); ®Indentificacdo morfoldgica; “Indentificacéo
morfolégica e molecular conforme Duarte et al. (2018).

Preparo da suspensdao de esporos de Trichoderma spp. e A. welwitschiae

Os isolados de Trichoderma spp. e o A. welwitschiae (A1P1) foram
cultivados em placa de Petri (90 mm de diametro) contendo meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA) durante oito dias na temperatura de 28 °C. A
suspensao de esporos foi preparada com a adicdo de 20 mL de agua destilada
esterilizada e duas gotas de Tween 20® na placa e a cultura foi raspada com alga

de Drigalsky. A concentracdo de esporos foi calculada com base na contagem em
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camara de Neubauer e foi ajustada por diluicdo seriada para 1x10° conidios ml*
(BARBOSA et al., 2018).

Pareamento de cultura entre A. welwitschiae e os isolados de Trichoderma

Spp.

O pareamento de cultura foi realizado em placas de Petri (90 mm de
didmetro) contendo o meio BDA. Em cada placa foi inoculado 5 pl da suspenséo
de esporos de Trichoderma spp. e 5 ul da suspensdo de esporos de A.
welwitschiae. As suspensfes foram depositadas em lados opostos e numa
distancia de aproximadamente 1,0 cm da borda da placa. O tratamento controle
foi constituido de placas contendo apenas o A. welwitschiae, colocado em um
lado da placa e na mesma distancia da borda. O experimento foi mantido em
incubadora tipo BOD em escuro continuo e na temperatura de 28°C. O diametro
da colonia de A. welwitschiae em todos os tratamentos foi mensurado, quando o
diametro do tratamento controle atingiu 9 cm (a aborda da placa). Os dados do
diametro foram utilizados para calcular a porcentagem de inibicdo (Pl), com a
equacdo descrita por Sundaramoorthy et al. (2012): Pl = [(diametro da
testemunha — diametro do tratamento) / diametro da testemunha] x 100. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 19 tratamentos e

cinco repeticoes.

Avaliacdo dos mecanismos de acédo dos isolados de Trichoderma spp. sobre
A. welwitschiae

A avaliacdo dos mecanismos de acdo dos isolados de Trichoderma spp. no
controle de A. welwitschiae foi realizada conforme a metodologia descrita
anteriormente, exceto que neste bioensaio observou-se a formacédo de halo de
inibicdo e o crescimento dos isolados de Trichoderma spp.. Para avaliagdo do
micoparasitismo dos isolados de Trichoderma spp. sobre o A. welwitschiae foram
colocadas duas laminulas esterilizadas entre as colonias. Apds o crescimento das
colénias e o contato entre os fungos, as laminulas foram retiradas e transferidas

para laminas microscopicas contendo uma gota de lactoglicerol azul. As
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estruturas dos fungos e a presenca de micoparasitismo pelos isolados de
Trichoderma spp. foram observados em microscopico Optico no aumento de
100X. O delineamento foi o inteiramente casualizado com trés repeticdes por

tratamento.

Efeito dos compostos volateis dos isolados de Trichoderma spp. sob o

crescimento e esporulacao de A. welwitschiae.

A avaliacdo dos compostos volateis produzidos pelos isolados de
Trichoderma spp. com acdo antagonista a A. welwitschiae foi realizada conforme
a metodologia descrita por Guimarées et al. (2016). Em placas de Petri (90 mm de
diametro) com meio DBA foi inoculado 5 pl da suspensédo de esporos de
Trichoderma spp.. A tampa desta placa de Petri foi substituida pela base de outra
placa contendo o0 mesmo meio e 5 pl da suspensdo de A. welwitschiae. O
tratamento controle foi constituido apenas pelo A. welwitschiae em uma das
bases. As bases das placas foram unidas e vedadas com parafilme e o ensaio foi
mantido em incubadora tipo BOD em escuro continuo e na temperatura de 28 °C,
por dez dias. Apés o periodo de incubacédo avaliou-se o diametro e a esporulacao
das col6nias de A. welwitschiae. O diametro foi mensurado com uma régua
milimétrica. A avaliacdo da esporulacdo ocorreu conforme a metodologia descrita
no preparacdo da suspensao de esporos, sendo determinada com base na
contagem em camara de Neubauer e os dados foram expressos em conideos.mL"
1 e conideos por cm? da coldnia do fungo. O delineamento experimental foi

inteiramente casualizado, com 19 tratamentos e trés repeticdes.

Metabolitos ndo volateis de Trichoderma spp. e o efeito sobre A. welwitschiae

Avaliou-se o efeito dos compostos néo volateis de Trichoderma spp. no
crescimento e esporulacdo de A. welwitschiae com a metodologia descrita por
Guimarées et al. (2016). Para o preparo dos filtrados das culturas de Trichoderma
spp., foram transferidos cinco discos de agar (5 mm) contendo micélio e conidios
de Trichoderma spp. para frascos de Erlenmeyer com 250 mL de meio BD
(Batata-Dextrose) e estes foram incubados a 28°C por sete dias sob agitacao

orbital (120 rpm). ApoOs o periodo de incubacéo, as culturas foram filtradas em
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filtro de papel (espessura: 0,20 mm; velocidade de filtragdo: 27 s e retengéo de
particulas: 4-7 um) e centrifugadas a 2550 rpm por trés minutos para remocéao das
células fungicas. Desse filtrado, 15 mL foram misturados com 45 mL de meio
BDA, essa mistura foi homgenizada por agitacdo manual e foi distribuida em
placas de Petri (90 mm de diametro). Para o tratamento controle foram
adicionados 15 mL de &gua destilada esterilizada aos 45 mL de BDA. No centro
de cada placa foi inoculado 5 ul da suspenséao de esporos de A. welwitschiae. As
placas foram mantidas em BOD em escuro continuo e na temperatura de 28 °C
durante oito dias. A avaliacdo do diametro e esporulacdo das colonias ocorreu
conforme descrito na metodologia para compostos volateis. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com 19 tratamentos e quatro
repeticdes.

O efeito dos filtrados na germinacdo de esporos de A. welwitschiae
também foi avaliado. O experimento foi montado em placa de ELISA, com 100 ul
de suspensdo de esporos de A. welwitschiae (1x10° conidios mlt), 100 pl de
filtrado de Trichoderma spp. € 50 pl do meio liquido BD (Batata Dextrose) em
cada poco (MAGALHAES et al., 2017). O tratamento controle consistiu em 100 pl
de suspensao de esporos de A. welwitschiae e 150 pyl do meio BD. As placas
foram mantidas em BOD em escuro continuo e na temperatura de 28 °C por 24h.
Apébs esse periodo, o tratamento controle foi avaliado e quando este apresentou
mais de 70% dos esporos germinados, adicionou-se 5 ul de lactofenol azul em
todos os tratamentos, paralisando a germinacao de esporos. A avaliacado ocorreu
por meio de montagem de laminas com a suspensao de esporos retirada dos
pocos da placa ELISA e contagem aleatéria de 100 esporos em microscopio de
luz com aumento de 40X. Considerou-se como esporo germinado aquele cujo
tubo germinativo foi o dobro do diametro do esporo. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com 19 tratamentos e sete repeti¢cdes (cada poco foi

considerado uma repeticao).

Controle da podridao vermelha do sisal em condicdes de casa de vegetacéo

Producédo das mudas de sisal
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Mudas de sisal foram produzidas a partir de bulbilhos coletados em éareas
produtoras no municipio de Conceicdo do Coité-BA. Os bulbilhos foram
inicialmente plantados em bandejas de plastico contendo solo e mantidos em
casa de vegetacdo por 60 dias, com irrigacdes periodicas. Apds esse periodo,
foram transplantados para sacos de mudas (18x24 cm) contendo 2 L de solo e
permaneceram em casa de vegetacdo por 120 dias com irrigacdo periddica até

atingirem a altura de 28 a 30 cm.

Instalagc&o do experimento

O experimento foi instalado na casa de vegetacéo (12° 39° 41” S e 39° 5
12” W) do Centro de Ciéncias Agrarias Ambientais e Bioldgicas da Universidade
Federal do Recbncavo da Bahia, campus de Cruz das Almas, Bahia. A

temperatura média durante o experimento foi de 24,4 °C noturna e 28,9 °C diurna.

Antes da aplicacdo dos tratamentos, fez-se dois microfuros no caule das
mudas com uma agulha hipodérmica (25 x 0,70 mm) esterilizada. Em cada
ferimento transferiu-se 1 mL de suspensdo de esporos de Trichoderma spp.
(1x107 conidios ml't), com uma micropipeta. Vinte e quatro horas apds a aplicacdo
dos isolados de Trichoderma spp., as mudas foram inoculadas no mesmo
ferimento com 1 mL de suspenséo de esporos de A. welwitschiae (1x107 conidios
mlY). Dois tratamentos controle foram adicionados ao experimento, sendo um
tratamento constituido apenas da inoculacdo do A. welwitschiae (sem o
Trichoderma spp.) e o outro composto pela aplicacdo de 1 mL de agua destilada
esterilizada (sem inoculacao). O delineamento foi em blocos casualizados com 18
tratamentos e dois controles, com trés repeticbes e 10 plantas em cada parcela

experimental.

Trinta dias apdés a inoculacdo do patégeno, avaliou-se a incidéncia e
severidade da doenca. A incidéncia da doenca foi avaliada com base na presenca
ou auséncia de sintomas nas mudas de sisal. O calculo da incidéncia foi feito com
0 numero de plantas sintomaticas dividido pelo numero total de plantas, obtendo-
se os dados em porcentagem (%). Esses dados foram usados para o calculo de
eficiéncia de controle pela formula: Eficiencia= [(incidéncia da testemunha —

incidéncia do tratamento) / incidéncia da testemunha] x 100. Para avaliacdo da
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severidade, as plantas foram cortadas longitudinalmente e foi utilizada a escala de
notas elaborada, conforme capitulo 1 (Figura 1) (dados nédo publicados). Os
dados de severidade foram transformados para indice da Doenca, conforme a
equacdao: 2 (nota da escala de doencga * frequéncia) * 100 / (numero de avaliagbes
* nota maxima da escala de doencga) (MCKINNEY, 1923).
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0 (0%) 1 (<5%) 2 (7 - 20%)
- \ ", \
Nl
N2

< 5
* Vv g
» + -

3 (22 - 45%) 4 (50 - < 78%) 5 (> 78%)

Nota Descricao dos sintomas

0 Caule com lesdo mecanica

1 Lesdes iniciais no tecido do caule proximo ao tecido basal da folha, com
cor castanho claro a avermelhado < 5% da area da haste lesionada

2 Podridao inicial no tecido basal da folha, crescendo em direcdo ao
tecido do caule, com lesdes de cor marrom claro a avermelhado, com 7-
20% de area lesionada

3 Podridao do caule com lesbes castanho claro a avermelhado no tecido
basal da folha e no tecido do caule interno, com 22-45% da area
lesionada

4  Podriddo do caule, com lesbes internas de marrom claro a
avermelhado, atingindo todo o tecido central do caule e tecido
meristematico foliar, com 50 - < 78% da area lesionada

5 Morte da planta, com podriddo completa do caule de cor castanho claro

Figura 1. Escala de notas para avaliacdo da severidade da podriddo vermelha de

mudas de sisal (Agave sisalana)
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Histologia das mudas de sisal tratadas com Trichoderma spp.

Fragmentos de caule de sisal tratado com Trichoderma spp. e inoculadas
com A. welwitschiae e fragmentos de caule sem inoculagéo (aplicacdo de agua
destilada esterilizada) foram fixados em FAA 70 (Formaldeido 37%; Alcool etilico
70%; Acido Acético Glacial, 0,5: 0,5: 9 v/v/v) por 24 horas (JOHANSEN, 1940),
submetidas a vacuo durante o processo de fixacdo e conservadas em alcool
etilico 70%. As amostras foram desidratadas em série etilica e inseridas em 2-
hidroxietilmeta-acrilato (historresina-Leica) segundo Meira e Martins (2003). Em
seguida, sec¢des transversais e longitudinais com espessura variavel (10 - 12 pm)
foram obtidas em micr6tomo rotativo (Leica RM2245). Os cortes foram corados
com uma dupla coloracdo com azul de toluidina e fucsina basica (JUNQUEIRA,
1990). As laminas foram montadas com resina sintética (Permount/Fisher).

As laminas foram visualizadas em microscopio (Olympus BX51) acoplado
ao sistema fotografico digital (Olympus A330). As alteracdes anatdbmicas nos
tecidos de caule das mudas de sisal tratadas com Trichoderma spp. e inoculadas
com A. welwitschiae foram fotodocumentadas e comparadas com a anatomia das
mudas sem inoculacdo. As escalas das figuras foram obtidas através da projecao
de uma lamina micrométrica fotografada/digitalizada nas mesmas condi¢ées
Opticas das ilustracdes.

Nado foi possivel realizar a andlise histolégica do caule das mudas
inoculadas apenas com o A. welwitschiae, pois ao final do experimento,

apresentavam-se totalmente apodrecido.

Andalise de dados

BN

Os dados foram avaliados quanto a normalidade e homogeneidade de
variancia usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os
tratamentos sem variabilidade foram excluidos das analises. Os dados de
didmetro (pareamento de cultura) e esporulacdo (volateis e ndo volateis) foram
transformados para log e, os dados de germinacdo de esporos foram
transformados em raiz quadrada para alcancarem a normalidade. No entanto, os

resultados foram apresentados como valores nao transformados. Os dados foram
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submetidos a analise de variancia pelo teste F e para o caso de diferenca
significativa entre os tratamentos, as médias foram comparadas com o teste de
Scott-Knott (p<0,05) e as analises foram realizadas utilizando o pacote estatistico
Rv. 3.0.2 (R Core Team 2016).

Resultados

Pareamento de cultura e mecanismos de biocontrole de Trichoderma spp.

sobre A. welwitschiae

Os isolados de Trichoderma spp. inibiram significativamente (p<0,01) o
crescimento micelial de A. welwitschiae no pareamento das culturas (Tabela 2).
Houve destaque para os isolados T. harzianum (TCS1, TCS76 e TCS35), T.
koningii (R39), T. piluliferum (R72) e T. aureoviride (R78) por inibirem o diametro
da colbénia de A. welwitschiae em aproximadamente 72 %. Neste ensaio, o0 T.
harzianum (F12) foi o isolado menos eficiente em inibir o crescimento micelial de

A. welwitschiae, com inibicdo de 58 % (Tabela 2).

Nenhum isolado apresentou simultaneamente os trés mecanismos de
biocontrole (competicdo, antibiose e parasitismo) no pareamento das culturas. A
maioria dos isolados de Trichoderma spp. (94%) apresentou a competicdo
(nutriente e espago) como o principal mecanismo de biocontrole (Tabela 2 e
Figura 2). A maioria das colbénias de Trichoderma ocupou todo o meio de cultura e
também cresceram sobre a colénia do A. welwitschiae (Figura 2). Apenas o
isolado T. viride (R75) inibiu o crescimento de A. welwitschiae por antibiose

(formacéao de halo de inibi¢do) (Tabela 2 e Figura 2).

As observacbes microscopicas da interacdo in vitro Trichoderma - A.
welwitschiae evidenciaram que os isolados T. harzianum (TCS1 e TCS35), T.
koningii (R39), T. piluliferum (R72) e T. aureoviride (R78) apresentaram
micoparasitismos ao A. welwitschiae (Figura 3). A hifa do TCS1 cresceu
envolvendo a hifa do patogeno (Figura 3A), enquanto que os isolados R39 e R72

causaram o estrangulamento da hifa do patégeno (Figura 3B e C). Os isolados
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TCS35 e R78 apresentaram a formagéo de apressorios e penetraram a hifa do

patogeno (Figura 3D e E).

Tabela 2. Didametro das colonias de A. welwitschiae e os mecanismos de biocontrole

dos isolados de Trichoderma spp. no ensaio de pareamento das culturas.

Diametro (cm) Mecanismo de biocontrole

Tratamentos da coldnia de Pl (%)!

A welwitschiae Competicdo Antibiose Parasitismo

TCS1 2,5d 72,00 + - +
TCS6 26¢c 70,89 + - -
TCS15 2,7c 70,00 + - -
TCS43 2,7c 70,22 + - -
TCS76 24d 72,89 + - -
TCS35 2,4d 73,11 + - +
TCS81 29c 68,22 + - -
TCS83 2,7c 70,44 + - -
TCS85 3,2b 64,67 + - -
R39 2,4d 73,56 + - +
R62 26¢c 70,67 + - -
R72 2,5d 71,78 + - +
R74 26¢c 70,67 + - -
R75 3,1b 66,00 - + -
R78 24d 73,78 + - +
C153 2,6 C 71,56 + - -
F12 3,7a 58,67 + - -
F130 2,7c 69,78 + - -
Sem 9,0

Trichoderma

PI: Porcentagem de inibicdo calculada pela formula: Pl = [(diametro da
testemunha — diametro do tratamento) / diametro da testemunha] x 100
(Sundaramoorthy et al., 2012). Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao
diferem entre si, pelo teste de agrupamento de Scott-Knott (p<0,07). (-) negativo,
(+) positivo.
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Figura 2. Fotodocumentacéo da interagdo entre isolados de Trichoderma spp. e

A. welwitschiae no pareamento das culturas.
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Figura 3. Microfotografias da interagédo entre isolados de Trichoderma spp. e A.
welwitschiae em microscépia de luz com aumento de 100X. (A) T. harzianum
(TCS1) crescendo e envolvendo a hifa de A. welwitschiae (seta). (B) T. koningii
(R39) e (C) T. piluliferum (R72) causando o estrangulamento da hifa do A.
welwitschiae (seta). (D) T. harzianum (TCS35) e (E) T. aureoviride (R78)
apresentaram formacdo de apressério e penetracdo da hifa de A. welwitschiae
(seta). Escala: 20 um.

Efeito dos compostos volateis dos isolados de Trichoderma spp. no
crescimento e esporulacdo de A. welwitschiae.
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Os metabolitos volateis dos isolados de Trichoderma spp. inibiram entre 50
e 66% o crescimento micelial de A. welwitschiae. Todos os tratamentos diferiram
significativamente (p<0,07) do controle (sem Trichoderma) que apresentou media
de diametro da colénia de 8,93 cm (Tabela 3 e Figura 4).

O numero total de esporos produzidos por A. welwitschiae foi reduzido
significativamente pelos compostos volateis dos isolados de Trichoderma spp.. O
tratamento controle (sem Trichoderma) apresentou a maior producdo de esporos
com 3,00E+09 conideos.mll. Na relacdo dos esporos produzidos por area da
colénia, os metabolitos volateis produzidos pelos isolados T. asperellum (TCS81 e
TCS85), T. harzianum (R74 e F12) e T. piluliferum (F130) ndo diminuiram
significativamente a producéo de esporos por cm? da coldnia de A. welwitschiae.
Houve destaque para os metabolitos volateis dos isolados T. harzianum (TCS35),
T. asperellum (TCS83), T. virens (R62), T. viride (R75) e T. aureoviride (R78) por
proporcionarem reducdo no numero de esporos produzidos em relagdo ao

diametro da colbnia do fungo (Tabela 3).



Tabela 3. Efeito inibitério dos metabolitos volateis de isolados de Trichoderma

spp. sobre o diametro e esporulacdo de A. welwitschiae.

Diametro (cm)

Esporulagéo

Tratamentos da col6nia de PI (%)!

A welwitschiae conidios.ml|* conidios.cm?
TCS1 3,80b 57,45 1,14E+08 d 9,86E+06 b
TCS6 3,78 b 57,67 1,51E+08 d 1,26E+07 b
TCS15 3,26 ¢C 63,49 6,95E+07 e 7,91E+06 b
TCS43 4,15 b 53,53 8,43E+07 e 5,92E+06 b
TCS76 3,16 c 64,61 6,50E+07 e 6,98E+06 b
TCS35 2,96 c 66,85 9,67E+06 e 1,41E+06 c
TCS81 4,45 b 50,17  4,40E+08 b 2,88E+07 a
TCS83 3,90 b 56,33 1,79E+07 e 1,25E+06 c
TCS85 4,33 b 51,51 4,82E+08 b 3,32E+07 a
R39 351c 60,69 7,40E+07 e 7,61E+06 b
R62 3,01c 66,29 2,33E+07 e 3,08E+06 ¢
R72 293c 67,19 4,90E+07 e 6,89E+06 b
R74 3,43 cC 61,59 1,97E+08 d 2,11E+07 a
R75 3,06c 65,73 4,08E+06 e 6,42E+05 c
R78 3,11 c 65,17 1,37E+07 e 1,69E+06 c
C153 3,33¢C 62,71  1,54E+08 d 1,60E+07 b
F12 3,95b 55,77 2,83E+08 c 2,00E+07 a
F130 3,23¢c 63,83 1,58E+08d 1,89E+07 a
Sem 8,93 a 3,00E+09 a 4,72E+07 a
Trichoderma
'PI: Porcentagem de inibicdo calculada pela formula: PI = [(diametro da

testemunha — didmetro do tratamento) / diametro da testemunha] x 100
(Sundaramoorthy et al., 2012). Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao

diferem entre si, pelo teste de agrupamento de Scott-Knott (p<0,07).
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Figura 4. Fotodocumentacdo das colb6nias de A. welwitschiae em meio BDA

submetidas aos metabolitos volateis de isolados de Trichoderma spp.

Metabolitos ndo volateis de Trichoderma spp. sobre A. welwitschiae

O efeito inibitério dos metabolitos ndo volateis sobre o didmetro das
coldnias de A. welwitschiae variou de acordo com o isolado de Trichoderma spp.
Os tratamentos com os isolados T. piluliferum (C153 e R72) e T. koningii R39 néo
diminuiram o crescimento das col6nias, dessa forma, obtiveram didmetro médio
de 9 cm igual o tratamento controle. Houve destaque para os metabolitos do
isolado T. harzianum (F12) que inibiu em aproximadamente 80 % o diametro das

colonias de A. welwitschiae (Tabela 4 Figura 5).

A esporulacdo de A. welwitschiae também foi afetada pelos metabolitos
nao volateis dos isolados de Trichoderma spp. Os metabolitos néo volateis dos

isolados de Trichoderma spp. reduziram a producdo de esporos em comparacao
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com o tratamento controle que apresentou produgcdo de esporos de 3,83E+09
conideos.mlt. Dentre os tratamentos, os metabolitos nédo volateis do isolado T.
harzianum (F12) destacaram com a menor producdo de esporos (2,03E+07
conideos.ml!). Para a relacdo esporos produzidos por area da col6nia do
patdgeno, os metabolitos ndo volateis dos isolados T. longibrachiatum (TCS15) e
T. harzianum (R74) estimularam a producdo de esporos, resultando numa
esporulacédo por cm? maior que a do tratamento controle (6,02E+07 conidios.cm?).
A menor esporulacdo por cm? foi obtidas pelos tratamentos com os metabolitos
nao volateis dos isoaldos T. harzianum (TCS1 e F12) e T. virens (R62) com
1,58E+07, 7,28E+06 e 1,31E+07 conidios.cm?, respectivamente (Tabela 4 Figura
5).

Os metabolitos ndo volateis dos isolados de Trichoderma spp. inibiram em
mais de 50% a germinacdo de esporos de A welwitschiae (Tabela 4). O
tratamento controle (sem Trichoderma) apresentou germinacdo de 100%,
evidenciando a elevada viabilidade dos esporos. Houve destague para 0s
tratamentos com os isolados T. virens (TCS43) e T. harzianum (F12) que
causaram a reducdo na germinacdo dos esporos em 99% e 97%,
respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 4. Efeito inibitério de metabolitos ndo volateis de isolados de Trichoderma spp.

sobre o crescimento micelial, esporulacdo e germinacéo de A. welwitschiae.

Didmetro da

colénia de A. Esporulacéo Germinacgéo
Tratamentos welwitschiae

(cm) Conidios.ml? Conidios.cm? (%)
TCS1 8,27 a 8,43E+08 e 1,58E+07d 43,16 a
TCS 6 8,50 a 2,30E+09 b 4,20E+07 ¢ 35,30 b
TCS 15 4,12d 1,18E+09 d 9,86E+07 a 28,66 b
TCS 43 521c 1,17E+09 d 5,49E+07 b 1,00d
TCS 76 8,55 a 1,62E+09 c 2,95E+07 c 50,83 a
TCS 35 6,77 b 1,13E+09 d 3,11E+07 c 44,60 b
TCS 81 4,53 c 1,09E+09 d 6,75E+07 b 39,00 a
TCS 83 3,41d 7,05E+08 e 6,66E+07 b 39,50 a
TCS 85 3,68d 6,48E+08 e 6,09E+07 b 32,33 b
R39 9,00 2,42E+09 b 3,80E+07 ¢ 24,50 c
R74 7,05b 3,71E+09 a 9,54E+07 a 43,16 a
R62 8,13 a 6,80E+08 e 1,31E+07d 33,16 b
R72 9,00 1,75E+09 c 2,74E+07 c 31,33b
R75 6,52 b 1,08E+09d 3,25E+07 ¢ 33,50 b
R78 6,76 b 1,02E+09d 2,87E+07 c 17,50 c
C153 9,00 1,50E+09 c 2,36E+07 c 45,83 a
F12 1,88 e 2,03E+07 f 7,28E+06 d 3,16 d
F130 6,47 b 1,69E+09 c 5,15E+07 b 50,00 a
Sem Trichoderma 9,00 3,83E+09 a 6,02E+07 b 100

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si, pelo teste de

agrupamento de Scott-Knott (p<0,07).
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Figura 5. Fotodocumentag&o das colonias de A. welwitschiae crescidas em meio
BDA com filtrado de isolados de Trichoderma spp.

Controle da podridédo vermelha em condi¢cdes de casa de vegetacéo

As mudas de sisal tratadas com os isolados de Trichoderma spp. tiveram
significativa redugéao (p<0,01) na incidéncia e severidade da podridao vermelha,
no periodo de 30 dias de avaliagdo (Tabela 5 e Figura 6). Nas mudas do
tratamento controle (inoculadas apenas com A. welwitschiae) a incidéncia da
denca foi de 100% e as mudas apresentaram folhas murchas, amareladas e o
caule totalmente apodrecido (planta morta) (Tabela 5, Figura 6A e C). Estes
sintomas iniciaram aos oito dias apos a inoculacdo do patdgeno e com 15 dias,
aproximadamente 90% das mudas apresentavam caules aprodrecidos e mortas
(Figura 6A e C). Nas mudas inoculadas Trichoderma spp., os sintomas da doenca

surgiram tardiamente, com aproximadamente 20 dias apd6s a inoculagdo do
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patbgeno e em geral, as mudas permaneceram assintométicas durante todo o
experimento (Figura 6B).

Entre os tratamentos, as mudas tratadas com o isolado T. harzianum
(TCS1) apresentaram maior incidéncia da doenga com 77%. Os isolados T.
longibrachiatum (TCS15), T. harzianum (TCS76, TCS35, R74 e F12), T.
asperellum (TCS81, TCS83 e TCS85), T. virens (R62), T. viride R75, e T.
piluliferum (F130) destacaram-se por promoverem a redug¢do na incidéncia da
podriddo vermelha entre 70-93% e na severidade em 97% (Tabela 5). Esse efeito
biocontrolador da podriddo vermelha pode ser observado nas mudas tratadas
com esses isolados de Trichoderma, as quais permaneceram assintomaticas e
vigorosas como as mudas que ndo recebram inoculacdo, durante os 30 dias de
avaliacdo (Figura 6 B e D). Com o corte longitudinal das mudas, observou-se que
o caule tratado com esses isolados de Trichoderma apresentava lesfes iniciais
(sintomas de podridédo) e, em geral, a doenca nédo progrediu no tecido caulinar,

permanecendo proxima ao tecido basal da folha, local da inoculacao (Figura 6 E).
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Tabela 5. Incidéncia, eficiéncia de controle e severidade da podriddo vermelha
em mudas de sisal tratadas com isolados de Trichoderma spp.

Eficiencia de

Tratamentos Incidéncia (%) Severidade (%)?
controle (%)!

TCS1 77 a 23 8,33 a
TCS 6 57b 43 8,66 a
TCS 15 7cC 93 0,66 b
TCS 43 37b 63 4,00 b
TCS 76 14 c 86 1,33b
TCS 35 7cC 93 1,00 b
TCS 81 24 ¢ 76 3,66 b
TCS 83 10c 90 1,66 b
TCS 85 14 c 86 1,33b
R62 7cC 93 1,00 b
R72 37b 63 6,66 a
R74 20 c 80 3,33b
R75 14 c 86 1,66 b
R78 50 b 50 5,66 a
C153 50 b 50 7,00 a
F12 7cC 93 1,00 b
F130 30c 70 3,00 b
Sem Trichoderma 100 0 100

Eficiencia de controle calculada pela formula: Eficiencia= [(incidéncia da
testemunha — incidéncia do tratamento) / incidéncia da testemunha] x 100. 2indice
de Severidade da Doenca, conforme a equacdo: Z (nota da escala de doenca *
frequéncia) * 100 / (nimero de avaliagBes * nota maxima da escala de doenca)
(McKinney, 1923). Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre
si, pelo teste de agrupamento de Scott-Knott (p<0,07).
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Figura 6. Mudas de sisal com 30 dias ap0s o tratamento com os isolados de
Trichoderma spp. (A) Mudas inoculadas apenas com A. welwitschiae (Controle 1).
(B) Mudas tratadas com Trichoderma sp. e inoculadas com A. welwitschiae, (C)
Muda com folhas murchas, amareladas e com caule totalmente apodrecido
(morta). (D) Muda sem inoculagdo (Controle 2). (E) Corte longitudinal do caule

para avaliagdo da severidade da doenca.
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Histologia do caule das mudas tratadas com Trichoderma spp.

Os cortes histologicos do caule das mudas de sisal do controle (sem
inoculacdo) evidenciaram que todo o tecido caulinar estava sadio e sem
alteracdes anatbmicas. Células parenquimaticas isodiamétricas de parede celular
delgada compde o parénquima de preenchimento e 0os espacos entre os feixes
vasculares (Figura 7A).

Nas seccOes anatbmicas do caule de sisal que foram tratados com isolados
de Trichoderma spp. foi observado que a podriddo vermelha estava presente no
parénquima de preenchimento (Figura 7A). As células parenquiméaticas
colonizadas pelo A. welwitschiae apresentaram parede celular degradada e sem
formato definido (Figura 7A). Além disso, no tecido caulinar foi evidenciado que o
A. welwitschiae foi contidos devido a deposicao de lignina na parede celular das
células do parénquima (Figura 7B, C, D e E). O tecido necrosado apresenta-se
cercado por camadas de células lignificadas, com espessuras variando de 200 a
800 um (Figura 7A, B, C, D e E). Também foi observado que algumas células
parenquimaticas encontravam-se em processo de lignificacdo (Figura 7D) e
outras em processo de divisdo celular (Figura 7F).

Hifas fungicas foram encontradas nos caules tratados com isolados de
Trichoderma spp. e inoculados com A. welwitschiae (Figura 7G). Na maioria dos
cortes analisados, ndo foram observadas estruturas reprodutivas (conidioforos), o
qgue impossibilitou a identificacdo dos fungos (A. welwltischiae ou Trichoderma)
(Figura 7G). Nao foram observadas estruturas reprodutivas (conidiéforo e
conidios) de A. welwitschiae em todos os cortes analisados. Nos tecidos da
plantas tatadas com os isolados T. longibrachiatum (TCS15), T. virens (TCS43),
T. harzianum (TCS35), T. asperellum (TCS81 e TCS85), T. viride (R75) e T.
piluliferum (F130) foi possivel identificar os antagonistas, pois além de hifas

(Figura 7G e H), esses isolados apresentaram conidiéforos e conidios (Figura 71).
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Figura 7. Cortes histolégicos de caule de mudas de sisal. (A) Fragmento de caule

de sisal sem inoculacdo (esquerda) e tratado com Trichoderma (direita) e a
visualizacdo do corte transversal. (B) Camadas de células lignificadas envolvendo
o tecido necrosado com espessura de 200um (C), 400 um (D) e 800 um (E). (F)
Células parenquimaticas em processo de divisdo (seta). Presenca de hifas (setas)
no tecido necrosado (G) e em células parenquimaticas (H). Presenca de
conidioforo e conidios (I) de Trichoderma spp. Abreviacbes: CL: Células
lignigicadas. P: parénquima TD: Tecido necrosado. TS: Tecido sadio. Escala: 150
um (A); 60 um (B, C, D, E); 30 um (F); 1 um (G, H, I).
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Discussao

A podriddo vermelha é a doenca mais destrutiva da cultura do sisal no
Brasil. Estratégias de controle sdo necessarias para evitar o0 aumento da doenca
nas areas produtoras de sisal e para impedir a sua disseminacdo para areas
isentas da doenca. Este € o primeiro estudo com a descri¢do do efeito de isolados
de Trichoderma no controle de A. welwitschiae, agente causal da podridao
vermelha nos tecidos de Agave sisalana.

Estudos tém demonstrado resultados promissores na utilizagcdo de
Trichoderma como antagonista a outras espécies do género Aspergillus. Gajera e
Vakharia, (2010) avaliaram o antagonismo entre 12 isolados de Trichoderma
contra A. niger, agente causal da podriddao do colo em amendoim e relataram que
o isolado de T. viride 60 reduziu em 86,2% o crescimento micelial do patégeno no
pareamento das culturas. No México, Sanchez e Rebolledo, (2010) utilizaram
isolados de T. longibrachiatum, T. viridescens e T. reseei obtidos de solos de
areas produtoras de A. tequilana no controle do Thielaviopsis paradoxa, agente
causal da tristeza e morte desta espécie de Agave, principal doenca da A.
tequilana. Esses autores evidenciaram que os isolados de Trichoderma causaram
inibicdo acima de 80% do crescimento micelial do patdgeno. Sa, (2009) avaliou o
antagonismo de 44 isolados de Trichoderma sobre o A. niger e constatou que 0s
isolados T. virens (TCS16) e T. viride (TCS23) inibiram 100% o crescimento
micelial e esporulacéo do patégeno.

Espécies de Trichoderma atuam no controle de fitopatogenos por meio de
um ou mais mecanismos como micoparasitismo, antibiose, competicdo e inducéo
de resisténcia da planta (ELAMATHI et al., 2018; HARMAN et al., 2004; ROATTI
et al., 2013). Nesse estudo, os isolados de Trichoderma spp. apresentaram
diferentes mecanismos de acdo (competicdo, micoparasitismo, antibiose,
producdo de compostos antifungicos volateis e ndo volateis que atuam na inibi¢cao
do crescimento micelial, esporulagdo e germinacdo de esporos de A.
welwitschiae. Além disso, os isolados de Trichoderma spp. induziram a defesa do

sisal (lignificag&o).
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No teste de pareamento, a maioria dos isolados de Trichoderma spp. foi
eficiente em ocupar o meio de cultivo e também crescer sobre as colbnias de A.
welwitschiae. Esse comportamento tem sido relatado na maioria dos ensaios com
cultura pareada envolvendo Trichoderma e fitopatogénicos como Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici, Colletotrichum falcatum, A.
niger (BUNBURY-BLANCHETTE e WALKER, 2019; ELAMATHI et al.,, 2018;
GAJERA e VAKHARIA, 2010; MOUSUMI et al., 2019).

Especies de Trichoderma spp. podem exercer o biocontrole direto
parasitando uma variedade de fungos (BENITEZ et al., 2004). Embora esse seja 0
primeiro relato do micoparasitismo de A. welwitschiae por isolados de
Trichoderma spp., Rai et al. (1980) evidenciaram o micoparasitismo de outras
espécies do género Aspergillus como A. candidus, A. luchuensis e A. niger por T.
viride. De acordo com os autores, as hifas do T. viride enrolaram e penetraram
apenas os conidiéforos dos hospedeiros. No presente trabalho, observou-se que
os isolados de Trichoderma spp. parasitaram apenas as estruturas vegetativas do
A. welwitschiae. O micoparasitsmo € um processo complexo e inclui o
crescimento quimiotropico de Trichoderma, reconhecimento do hospedeiro pelos
micoparasitas, secrecdo de enzimas extracelulares, penetracdo das hifas e lise do
hospedeiro (ELAMATHI et al., 2018; VINALE et al.,, 2008; ZEILINGER et al.,
1999). A importancia do micoparasitismo como mecanismo de acao variar a
depender da espécie do Trichoderma e do patogeno (RAI et al., 1980; SANCHEZ
et al., 2007; OJHA e CHATTERJEE, 2008; RAJESH et al., 2016).

Coincidentemente, os isolados que apresentaram dois mecanismos de
acdo destacaram-se entre 0s tratamentos por causarem maior inibicdo no
crescimento micelial de A. welwitschiae. Um estudo realizado por El-Debaiky,
(2017) também revelou que o T. harzianum teve acao contra patbgenos como
Alternaria  alternata, Botrytis cinerea, Sclerotium  cepivorum e Sclerotinia
sclerotiorum por meio dos mecanismos da antibiose e de micoparasitismo. Em
outro caso, o T. harzianum inibiu o crescimento micelial (56%) de S. sclerotiorum
por meio da competicdo e as hifas do antagonista cresceram em paralelo ou
entrelacadas com hifas do patégeno, evidenciando também o micoparasitismo
(ZHANG et al., 2016).


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/alternaria-alternata
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/botrytis-cinerea
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/sclerotinia-sclerotiorum
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/sclerotinia-sclerotiorum
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Em geral, os metabolitos volateis e ndo volateis dos isolados de
Trichoderma também apresentaram atividade inibitorio sobre o A. welwitschiae.
Entretanto, os volateis foram mais eficientes em inibir o crescimento e
esporuluacéo do patdégeno, em comparacdo com 0s nao volateis. Possivelmente,
o fato dos ndo volateis serem produzidos na auséncia do patdgeno no meio
liquido (BD) e serem homogeneizados em meio soOlido (BDA) possa ter
influenciado no efeito antagbnico. lsaias et al. (2014) constataram que 0s
metabolitos volateis de 20 isolados de Trichoderma spp. causaram inibicdo acima
de 77% do crescimento micelial de Verticilium dahliae, enquanto que para a
maioria dos metabolitos ndo volateis a inibicdo ndo ultrapassou 50%. A variedade
e 0 numero de compostos encontrados no metaboloma de diferentes espécies de
Trichoderma s&o surpreendentemente elevados e incluem enzimas liticas e
horménios, além de muitos metabolitos secundarios com funcdes biologicas
importantes (LORITO et al., 2010). A producdo de metabdlitos secundarios por
Trichoderma spp. é dependente da estirpe e inclui diferentes classes de
compostos antifungicos sendo os antibioticos volateis um deles (LORITO et al.,
2010).

Além dos mecanismos de acdo ja mencionados, os agentes de controle
podem elicitar respostas de resisténcia aos patdogenos podendo, inclusive, induzir
a ativacdo de mecanismos estruturais de defesa da planta. A lignificacdo é um
mecanismo de resisténcia pré-formada nas plantas, mas que também pode ser
elicitado como respostas a estresses bidticos e abidticos (BHUIYAN et al., 2009;
VANCE et al.,, 1980). A deposicdo de lignina torna a parede celular mais
resistente a pressdo mecanica aplicada durante a penetracdo pelo fungo, bem
como torna a célula mais resistente a dissolucdo por enzimas liticas e restringir a
difusdo de enzimas e toxinas do patdgeno para o hospedeiro, e da agua e
nutrientes do hospedeiro para o fungo (VANCE et al., 1980; SMITH et al., 2007,
MALINOVSKY et al.,, 2014). Neto e Martins, (2012) jA haviam reportado que o
sisal sadio apresenta células altamente lignificadas no cortex da raiz e que essas
células sdo uma barreira fisica da planta contra o ataque de microrganismos.
Apesar do sisal possui esse mecanismo estrutural, nesse estudo foi confirmado
que as plantas sem tratamento (sem Trichoderma spp.) ndo conseguem conter a

infeccéo pelo A. welwitschiae e acabam morrendo. Em contrapartida, nas plantas
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que receberam o tratamento com Trichoderma, esse mecanismo de defesa
demonstrou ser eficiente em conter o patdogeno nos tecidos -caulinares.
Possivelmente, os isolados de Trichoderma spp. causaram uma aceleragdo na
deposicdo de lignina nas células do parénquima das plantas tratadas.
Adicionalmente, o fato de algumas células estarem no processo de lignificacédo e
divisdo celular, sugere que este mecamismo de defesa estava ativo, mesmo apdés
o0 isolamento do tecido necrosado.

A lignina também tem sido correlacionada com plantas resistentes e
susceptiveis a patdogenos (GARCIA et al., 2015). Xu et al. (2011) inocularam
plantas de algodao susceptiveis e resistentes a Verticillium dahliae e reportaram
gue ambos os tipos de plantas apresentaram um aumento no nivel de expresséo
de genes relacionados a sintese de lignina apos a inoculacao do patégeno, sendo
esse aumento maior e mais rapido no genotipo resistente. Nao existe registro de
genaotipos resistentes ao A. welwitschiae, entretanto os resultados obtidos neste
estudo, apontam que algumas plantas podem expressar o gene relacionado com
a sintese de lignina mais rapidamente, resultando em maiores camadas de
células lignificadas.

De maneira geral, os efeitos de Trichoderma na planta sdo determinados
pela interacdo entre elicitores produzidos pelo fungo e pelos receptores da planta
e podem desempenhar um papel na inducdo de mudancas na fisiologia e
expressao génica das mesmas (HARMAN e SHORESH, 2007). N&o foi possivel
identificar qual(is) elicitor(es) produzido(s) pelos isolados de Trichoderma estao
envolvidos no processo de lignificacdo na cultura do sisal. Koike et al. (2001)
relataram que as raizes de pepino tratadas com filtrado do cultivo de Trichoderma
24h antes da inoculacdo de Colletotrichum orbiculare, induziu a lignificacdo em
pontos de penetracdo do patdégeno nas folhas, e resultou na reducdo no nimero
total e didmetro das lesbes em 46% e 62%, respectivamente. Entretanto, os
autores também nao chegaram a identificar o elicitor presente no filtrado de
Trichoderma, mas sugeriram que os polissacarideos e os lipidios, podem ter sido
os elicitores que desencadearam a resisténcia em pepino. Em outro estudo,
Nandini et al. (2017) reportaram que o tratamento de mudas de milheto com

Proteina Bruta Total (TCP) de T. atroviride induziu a deposicdo localizada de
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lignina e corroborou com o aumento da protecdo (56%) contra o mildio causada
por Sclerospora graminicola.

As analises histologicas também evidenciaram a presenca dos isolados de
Trichoderma nos tecidos caulinares. Sete isolados obtiveram sucesso na
colonizacéo dos tecidos, sendo possivel observar além das hifas, as estruturas de
reproducao (conidioforo e conidios) (Figura 7). Interessantemente, esses isolados
foram obtidos de diferentes nichos ecoldgicos incluindo raiz de sisal (T. viride
(R75)), folha de sisal (T. piluliferum (F130)), solo préximo das raizes de sisal (T.
longibrachiatum (TCS15), T. virens (TCS43) e T. harzianum (TCS35)) e solo
préximo de raizes de bananeira (T. asperellum (TCS81 e TCS85)). Esse resultado
demonstra embora sejam de nicho ecologico diferentes, esses agentes de
controle biolégico podem estabelecer uma interacdo duradoura com o sisal,
fazendo com que os efeitos benéficos dessa interacdo possam se manter por todo
ou grande parte do ciclo da planta (HARMAN et al., 2004; DRUZHININA et al.,
2011). A interacao Trichoderma-planta geralmente acontece na regido da raiz e
embora o Trichoderma spp. possa colonizar externamente e internamente as
raizes das plantas (MUKHERJEE et al.,, 2012), algumas espécies ndo se
restringem aos tecidos radiculares, e podem ser encontradas em diferentes partes
da planta como € o caso do T. amazonicum colonizando folhas de Hevea
brasiliensis (CHAVERRI et al.,, 2011), T. atroviride e T. koningii em folhas de
Cupressaceae (HOSSEYNI-MOGHADDAM e SOLTANI, 2013), T. polyalthiae em
caule de Polyalthia debilis (NUANKAEW et al.,, 2018), T. harzianum, T.
koningiopsis, T. hamatum e T. ovalisporum em tricomas de cacau (BAILEY et al.,
2009).

Este estudo é inovador dentro da area do controle biolégico, pois além de
investigar os possiveis mecanismos de acao utilizados por Trichoderma spp. no
controle da podriddo vermelha do sisal, utilizando técnicas histoldicas apresenta
os efeitos que ocorrem nas plantas tratadas com o agente de biocontrole ao nivel
celular. As técnicas apresentadas nesse trabalho também podem ser utilizadas
por outros pesquisadores para investigar as interacdes antagonista-patdégeno-
hospedeiro em outros patossistemas. Estudos futuros focardo na identificagdo dos
elicitores responsaveis por esse importante processo e que podem estar

relacionados com a resisténcia de plantas a patdgenos. A identificacdo dos
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compostos volateis e ndo volateis produzidos por esses isolados e 0 seu efeito na
inducdo de resisténcia também é uma prioridade. Os isolados relatados neste
estudo sédo recomendados para a formulacdo de um bioproduto para o controle da
podriddo vermelha causada pelo A. welwitschiae no sisal e assim contribuir para

diminuicdo das perdas causadas por essa doenca.

Conclusao

Os isolados de Trichoderma spp. possuem potencial inibitério sobre o A.
welwitschiae. O T. longibrachiatum (TCS15), T. harzianum (TCS76, TCS35, R74 e
F12), T. asperellum (TCS81, TCS83 e TCS85), T. virens (R62), T. viride R75, e T.
piluliferum (F130) tém potencial para o controle da podridao vermelha do sisal. O
estudo histolégico evidenciou que os isolados de Trichoderma induziram a
lignificacdo de células parenquiméticas no sisal. Em estudos futuros, o efeito
biocontrolador desses isolados também deve ser investigado sob condi¢des de
campo, além de identificar o(s) elicitor(es) responsaveis pelo processo de
lignificacdo no sisal e o desenvolvimento de bioprodutos a base desses isolados

para o controle da podridao vermelha do sisal.
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CONSIDERACOES FINAIS

A escala de notas desenvolvida para quantificacdo da podriddo vermelha
do sisal em mudas inoculadas com A. welwitschiae foi facilmente utilizada pelos
avaliadores nas estimativas da severidade da doenca. A descricdo detalhada dos
sintomas internos da podriddo vermelha em cada nivel de severidade também
contribuiu nas estimativas da doenca, principalmente em caso de duvidas. O
treinamento dos avaliadores antes das avaliacbes € recomendado para que se
obtenha dados acurados e altamente precisos. Essa escala de notas possibilitara
a realizacdo de estudos futuros com a avaliagdo de métodos de controle sob
condi¢cbes de estufa e campo, na determinacéo de resisténcia de plantas (sisal e
hibrido) e em teste de agressividade de diferentes isolados de A. welwitschiae.

Os resultados obtidos com a hisotologia do caule de plantas de sisal com a
podriddo vermelha contribuiram para a melhor compreensdo da interacdo A.
welwitschiae-A. sisalana. Na seccéo transversal do caule de sisal infectado foi
observado que a doenca estava presente em todo o parénquima fundamental e
gue as células parenquimaticas colonizadas pelo patdbgeno apresentam-se com a
parede celular degradada e sem formato definido, sugerindo que o A.
welwitschiae esta atuando como patdgeno necrotrofico. As seccgdes longitudinais
evidenciam a presenca do fungo tanto nos elementos de vaso como em células
do parénquima, demonstrando que o mesmo pode fazer uso dessas duas vias
para poder para locomover-se nos tecidos de A. sisalana. Alguns mecanismos de
defesa do sisal também foram evidenciados nos cortes histolégicos do caule
infectado, como a obliteracdo dos elementos de vaso, presenca de compostos
fendlicos na pigmentacdo vermelha caracteristica da doenca e lignificacdo da
parede celular de células parenquiméticas. Embora a planta possua tais
mecanismos de defesa, a doencga continua a se espalha pelo tecido caulinar do
sisal até causar a morte da planta. Dessa forma, a intervencdo com algum método

de controle é necesséria para conter a podridao vermelha nos tecidos do sisal.

Os isolados de Trichoderma spp. apresentaram diferentes mecanismos de
acao (competicdo, micoparasitismo, antibiose, producdo de compostos (volateis e

ndo volateis) na inibicdo do crescimento micelial, esporulacdo e germinacdo de
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esporos de A. welwitschiae. A utilizacdo de um ou mais mecanismos de

biocontrole variou de um isolado para outro.

O controle biolégico da podridao vermelha com os isolados de Trichoderma
spp. resultou numa diminuicao significativa da incidéncia e severidade nas mudas
que foram tratadas com esse agentes de biocontrole. O T. longibrachiatum
(TCS15), T. harzianum (TCS76, TCS35, R74 e F12), T. asperellum (TCS81,
TCS83 e TCS85), T. virens (R62), T. viride R75, e T. piluliferum (F130)
apresentaram a maior eficiéncia de controle entre os tratamentos testados.
Diferente das mudas sem Trichoderma (controle) que apresentaram sintomas
caracteristicos da doenca e morreram com 15 dias apds a inoculacdo do
patdgeno, as mudas tratadas com estes isolados permaneceram assintomaticas e

vigorosas durante todo o periodo de avaliacao.

O estudo histologico dos caules de mudas de sisal tratados com o0s
isolados de Trichoderma spp. demonstrou que a podriddo vermelha estava
presente no parénquima de preenchimento, entretanto, o progresso da doenca no
tecido caulinar foi contido por camadas de células com parede celular lignificada.
A espessura da camada das células lignificadas variou de isolado para isolado,
sugerindo que o processo de lignificacdo foi influenciado pelos agentes de
biocontrole. Além de induzirem o mecanismo de resisténcia no sisal, estruturas
como hifas, conidioforos e conideos dos isolados T. longibrachiatum (TCS15), T.
virens (TCS43), T. harzianum (TCS35), T. asperellum (TCS81 e TCS85), T. viride
(R75) e T. piluliferum (F130) foram visualizados nos cortes histolégicos do caule
do sisal. Esse resultado demonstra estes isolados podem se estabelecer no

tecido do sisal, desenvolvendo uma interacao simbiética com a planta.

Os achados nesse estudo sdo inovadores dentro da &rea do controle
biolégico e inéditos para a podriddo vermelha do sisal, pois além de investigar a
eficiéncia de biocontrole, através da anatomia vegetal, demonstra os efeitos a
nivel celular ocorridos nas plantas tratadas com os agentes de controle bioldgico.
Em estudos futuros, o efeito biocontrolador dos isolados de Trichoderma spp.
deve ser investigado sob condicbes de campo, além de identificar o(s) elicitor(es)

responsaveis pelo processo de lignificacdo no sisal e o desenvolvimento de
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bioprodutos a base desses isolados deve ser elaborado e testato no controle da

podriddo vermelha do sisal.



