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SOBREVIVENCIA DE TRICHODERMA SPP. EM SOLOS DO SEMIARIDO
BAIANO E O SEU POTENCIAL COMO AGENTE DE BIOCONTROLE E
PROMOTOR DE CRESCIMENTO NO SISAL

RESUMO GERAL

Os estudos com fungos do género Trichoderma tem estimulado o interesse nas
pequisas com producdo agricola no semiarido devido ao seu potencial em
promover a tolerancia das plantas a estresses bioticos e abioticos. O presente
estudo visou avaliar a sobrevivéncia de isolados de Trichoderma spp. em diferentes
solos do semiarido da Bahia, Brasil, e o potencial do Trichoderma asperellum no
controle da podriddo vermelha e na promocgédo de crescimento no sisal, com
diferentes métodos de inoculacdo. Para avaliar a sobrevivéncia dos isolados de
Trichoderma spp., amostras de solo esterilizado (SE) e solo natural (SN), de seis
areas produtivas de sisal da regido semiarida da Bahia, foram inoculadas com
Trichoderma asperellum e T. harzianum, e incubadas em incubadora com
temperatura de 28+2°C por até 36 dias. A sobrevivéncia dos isolados foi avaliada
por meio da contagem das unidades formadoras de colénias (UFCs) em meio
seletivo para Trichoderma (TSM), aos 12 e 36 dias de incubacgéo. Para avaliar o
potencial do T. asperellum no controle da podriddo vermelha e na promocao de
crescimento de mudas de sisal, as plantas foram inoculadas comT. asperellum
(isolado F12), por trés métodos de inoculacdo, em SE e SN. Foram avaliadas a
incidéncia e severidade da doenca, e a altura, massa seca da parte aéra e das
raizes e numero de folhas das plantas de sisal, em casa de vegetacado. O solo que
apresentou maior valor de pH (6,6), teor de matéria organica (26 g/dms3), elevada
CTC (307mmolc/dm3) e elevada porcentagem de saturacdo por bases (93%),
quando inoculado com T. asperellum apresentou o maior numero de UFC’s. A
populacdo dos fungos aumentou ao longo dos 36 dias em todos os solos, e as
caracteristicas fisico-quimicas das amostras de solo ndo apresentaram correlacéo
significativa com os nimeros de UFC’s, para ambos os isolados de Trichoderma. A
populacdo dos isolados de Trichoderma foi maior em solo esterelizado e o T.
asperellum se desenvolveu melhor que o T. harzianum. O T. asperellum foi
eficiente no controle da doenca e também na promocado do crescimento da parte
aérea e da raiz, mas apenas quando inoculado nos ferimentos no pseudocaule do
sisal e nas plantas cultivadas em solo natural. As plantas desse tratamento
apresentaram apenas 14% de incidéncia da doenca, e houve um aumento na
massa seca da parte aérea de 41,89% e de 33,09% da massa seca da raiz, quando
comparado com o tratamento controle. Com a inoculagdo no solo ou por
pulverizacdo das plantas, a incidéncia da doenca foi de 100% em todas as plantas.
O T. asperellum F12 é um isolado promissor, apresentando um efeito sinergistico
com o microbioma do solo, pois sua resposta foi mais eficiente nas plantas
cultivadas em solo natural. A incidéncia e severidade da podriddo vermelha foi
maior e com sintomas mais precoces nas mudas cultivadas em solo esterilizado,
sugerindo a importancia do microbioma do solo e da planta na tolerancia do sisal a
podriddo vermelha.

Palavras chave: Biocontrole, Promocéao de crescimento, Semiarido, Sisal



SURVIVAL OF TRICHODERMA SPP. IN SOILS OF THE SEMI-ARID REGION
OF BAHIA AND ITS POTENTIAL AS A BIOCONTROL AND GROWTH
PROMOTER AGENT IN SISAL

ABSTRACT

Studies with fungi of the genus Trichoderma have stimulated the interest in research
with agricultural production in the semi-arid region due to their potential to promote
plant tolerance to biotic and abiotic stresses. The present study aimed to evaluate
the survival of isolates of Trichoderma spp. in different soils in the semi-arid region
of Bahia, Brazil, and the potential of Trichoderma asperellum in controlling sisal bole
rot disease and promoting growth of sisal plants, with different inoculation methods.
To evaluate the survival of Trichoderma spp. isolates, samples of sterilized soil (SE)
and natural soil (SN), from six sisal productive areas in the semi-arid region of Bahia,
were inoculated with Trichoderma asperellum and T. harzianum and incubated in
an incubator with a temperature of 28+2°C for up to 36 days. The survival of the
isolates was evaluated by counting the colony forming units (CFUs) in Trichoderma
selective medium (TSM), at 12 and 36 days of incubation. To evaluate the potential
of T. asperellum in controlling sisal bole rot and in promoting growth of sisal, plants
were inoculated with T. asperellum (isolate F12), by using three inoculation
methods, in SE and SN. The incidence and severity of the disease, and the height,
dry mass of the aerial parts and roots and number of leaves of sisal plants were
evaluated after growth under greenhouse conditions. The soil that presented the
highest pH value (6.6), organic matter content (26 g/dm3), high CTC (307
mmolc/dm3) and high percentage of base saturation (93%), when inoculated with T.
asperellum, presented the highest numbers of CFU's. The fungal population
increased over the 36 days of incubation, in all soil samples, and the
physicochemical characteristics of the different soils did not show a significant
correlation with the numbers of CFU's for both Trichoderma isolates. The population
of Trichoderma was higher in sterilized soil and T. asperellum developed better than
T. harzianum. T. asperellum was efficient in controlling the disease and in promoting
shoot and root growth, but only when inoculated in the wounded sisal stem and in
plants grown in natural soil. The plants in this treatment showed only a 14%
incidence of the disease, and there was an increase in the dry mass of the aerial
part of 41.89% and of 33.09% for root dry mass, when compared to the control
treatment. With inoculation in the soil or by spraying plants aerial parts, the incidence
of the disease was 100% in all plants. T. asperellum F12 is a promising isolate,
presenting a synergistic effect with the soil microbiome, as observed through the
efficient control only in plants grown in natural soil. The incidence and severity of
bole rot was higher and with earlier symptoms in plants grown in sterilized soil,
suggesting the importance of the soil and plant microbiome in the tolerance of sisal
to bole rot disease.

Keywords: Biocontrol, Growth promotion, Semiarid, Sisal
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1. INTRODUCAO GERAL

Os estudos e o uso de inoculantes com fungos do género Trichoderma na
agricultura vem se intensificando ao longo dos anos (SOLANKI e
NALLANCHAKRAVARTHULA, 2017; YU et al., 2014; CARDOZA et al., 2015). Isso
ocorre devido aos efeitos benéficos deste fungo observados em diversas culturas,
promovendo o crescimento de plantas (ROLIM et al., 2017; CHAGAS et al., 2017)
e a protecdo contra diversos patogenos (SILVA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2021).
Estes fungos surgem como uma opcédo de controle e/ou uma alternativa ao uso
intensivo de agrotdxicos e outros insumos agricolas, promovendo assim uma
producdo agricola com menor impacto ambiental (HERMOSA et al., 2012). O
grande interesse nesse grupo de fungos se da por serem organismos amplamente
distribuidos em todos os ambientes terrestres (MONTE et al., 2019), capazes de
colonizar o solo, substratos e o sistema radicular de plantas, podendo também ser
endofiticos, e produzirem metabdlitos secundarios, incluindo enzimas
degradadoras da parede celular de outros fungos e outros compostos que
interferem de forma positiva no crescimento e na defesa das plantas contra
fitopatbgenos (NASCIMENTO et al., 2022).

O mercado de defensivos agricolas biol6gicos cresceu na ordem de 15%
no Brasil (EMBRAPA, 2019) e ha uma perspectiva do aumento do uso de produtos
de base biolégica na agricultura (MATTOS, 2020). Concomitante a isso, estudos
gue visam compreender o desenvolvimento do Trichoderma em diferentes tipos de
solo, sua interagcdo com as plantas, e os métodos de inoculacédo sdo de extrema
importancia para garantir a sustentabilidade do uso desse produtos bioldgicos nos
sistemas agricolas.

O interesse em pesquisas com espécies de Trichoderma com potencial de
controle de fitopatdégenos, que sejam adaptadas as condi¢cdes desafiadoras da
agricultura no semiarido e com capacidade de promover o crescimento por meio da
tolerancia das plantas aos estresses abidticos, surge com o objetivo de aumentar a
producgdo agricola, e garantir que o controle de patdgenos seja realizado de forma
sustentavel (ABRANTES, 2021). No entanto, existem poucos estudos na literatura
cientifica que avaliam como as diferentes caracteristicas dos solos do semiarido

influenciam a sobrevivéncia de cepas de Trichoderma. Portanto, € necessario
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investigar os efeitos das condicGes edaficas dessas regides na sobrevivéncia de
espécies e isolados de Trichoderma, no sentido de maximizar 0s seus possiveis
efeitos benéficos, visto que, o sucesso no uso de agentes de biocontrole depende
do seu crescimento, colonizagdo e sobrevivéncia nos ambientes onde sao
aplicados, e isso esta diretamente relacionado as caracteristicas como teor de
matéria organica, pH, microrganismos presentes, disponibilidade de nutrientes,
umidade, entre outros fatores (LUCON, 2016).

Em relacdo a producéo agricola, o cultivo do sisal (Agave sisalana Perrine)
se tornou a principal atividade agricola na regido semiarida da Bahia, devido a sua
adaptacdo as condicdes edafoclimaticas extremas, como déficit hidrico e altas
temperaturas, e a comercializacdo da fibra extraida das folhas do sisal em
mercados nacionais e internacionais (SILVA et al., 2008). A cultura do sisal tem
importancia socioeconémica significativa em varios municipios do semiarido da
Bahia, contribuindo para a geracdo de emprego e renda (SUINAGA et al., 2006).
Apesar de ser a principal atividade agricola nessa regido, a producao de sisal vem
caindo nos ultimos anos (FAO, 2022), devido a diversos fatores inerentes a falta de
modernizacdo na producdo agricola, problemas com a comercializacdo da fibra,
elevado custo inicial empregado, e a podridao vermelha do sisal (SOARES et al.,
2020).

A podridado vermelha do pseudocaule, causada pelo fungo Aspergillus, € o
principal problema fitossanitario da cultura do sisal no Brasil (DUARTE et al., 2018).
Os sintomas vao desde clorose e murcha das folhas ao apodrecimento do
pseudocaule, levando a morte e tombamento da planta (BARBOSA, 2019). O
controle quimico ainda ndo é um método disponivel para o controle desta doenca,
por ndo existirem produtos registrados (AGROFIT, 2023). Aléem da utilizacdo de
material propagativo sadio e a adequacgao de tratos culturais (SILVA et al., 2008;
BATISTA et al., 2010), tem sido estudadas outras estratégias de manejo da doenca
no campo (LIMA, 2021), como o uso do residuo oriundo do desfibramento das
folhas de sisal, fermentado em condi¢des naturais de campo para o controle de A.
welwitschiae (SILVIA et al., 2019), além de estudos avaliando o uso de agentes de
biocontrole (BARBOSA, 2019; SOUZA et al., 2021; MAGALHAES et al., 2017).

Avaliar também as formas de inoculacdo dos agentes de biocontrole é de
extrema importancia, visto que, as culturas apresentam diferentes caracteristicas e

o0 método que se demonstra eficaz para uma cultura nem sempre sera para outra,
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além de que, as formas de contaminacdo e desenvolvimento dos patdégenos
também variam entre culturas. Com isso, se faz essencial avaliar tais métodos afim
de otimizar o processo de inoculacao e garantir a eficiéncia dos microrganismos.
Sendo assim, 0s principais objetivos desse estudo foram: 1) avaliar a
sobrevivéncia de isolados de Trichoderma spp. em diferentes solos do semiarido
baiano, e 2) avaliar o potencial do Trichoderma spp. no controle da podridao
vermelha e na promogéo de crescimento no sisal, através de diferentes métodos

de inoculacéo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Trichoderma spp. e seus beneficios para a agricultura

Fungos do género Trichoderma pertencem ao filo Ascomycota, classe
Sordariomycetes e familia Hypocreaceae (ABREU e PFENNING, 2019). Esse
género compreende fungos filamentosos de vida livre, que se reproduzem
assexuadamente no solo, principalmente em regides de clima tropical e temperado,
na rizosfera e como endofiticos nos tecidos das plantas (MACHADO et al., 2012).
Aproximadamente 375 espécies de Trichoderma sao reconhecidas e podem ser
identificadas por filogenia molecular (CAl e DRUZHININA, 2021). Estes fungos
apresentam uma tipica esporulacao verde e algumas espécies produzem um odor
caracteristico devido a um composto volétil biologicamente ativo (6-pentil-a-pirona)
(BROTMAN et al, 2010; MACHADO et al., 2012).

O Trichoderma apresenta rapido crescimento, sendo considerado um
simbionte oportunista e ndo virulento (DRUZHININA et al., 2011). Ao colonizar a
superficie da raiz, este fungo tem o potencial de causar mudancas no metabolismo
da planta, promover a melhor absorcdo de nutrientes e o crescimento vegetal,
podendo também induzir a expresséo de genes envolvidos na resposta de defesa
da planta contra patdgenos (HARMAN et al., 2004; LUCON et al., 2014). Espécies
de Trichoderma como T. asperellum, T. atroviride, T. harzianum e T. virens
apresentam ampla distribuicdo no solo e capacidade de hiperparasitar fungos
fitopatogénicos e/ou estabelecer interacdes benéficas na rizosfera de plantas
(WOO et al., 2014). Por esses motivos, este fungo tem despertado o interesse
cientifico, sendo alvo de diversos estudos avaliando o seu potencial como agente
de controle biologico, de promocéao do crescimento vegetal e como produtor de
enzimas para uso industrial (POMELLA e RIBEIRO, 2009; MAYO-PRIETO, 2021).

O controle bioldgico busca eliminar patégenos de forma natural, utilizando
organismos vivos denominados Agentes de Controle Biolégico (Biological Control
Agents - BCA), que podem ser fungos, bactérias, insetos ou outros. Os BCAs
devem ser inofensivos a saude humana e ao meio ambiente, podendo ter uma
influéncia positiva nas lavouras e na produtividade de culturas de importancia
econdmica (NASCIMENTO et al.,, 2022). Nos ultimos anos, a popularidade do
biocontrole e a busca por produtos biocompativeis, alternativos ao uso

convencional de agrotoxicos, tem aumentado em diferentes segmentos da
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sociedade brasileira, devido a maior conscientizacdo do impacto negativo dos
agroquimicos na saude humana, dos animais e no meio ambiente (MAPA, 2020).
Associado a isto, o desenvolvimento desses produtos € prioridade em diversas
agéncias de fomento de pesquisa e desenvolvimento, bem como em diversas
instituicbes de pesquisa e ensino e nas empresas de pesticidas. Técnicas
alternativas ao controle quimico, para o controle fitossanitario, podem reduzir
custos e atender a demanda da sociedade por alimentos livres de pesticidas
quimicos (MEYER et al., 2019). Atualmente, os fungos do género Trichoderma
estdo entre os BCAs mais utilizados na agricultura, apresentando o potencial de
promover o crescimento vegetal e a tolerancia de plantas ao parasitismo de
fitopatdgenos, representando assim uma solugdo promissora e sustentavel para
melhorar a producéo agricola (NASCIMENTO et al., 2022).

A eficacia do Trichoderma no biocontrole ocorre devido a seus mecanismos
de acdo, como o micoparasitismo, que permite ao fungo uma nutricdo biotréfica e
saprofitica. As enzimas secretadas pelo Trichoderma podem agir inibindo a
germinacao de esporos, o crescimento micelial e o desenvolvimento de esclerddios
e clamiddsporos (estruturas de resisténcia) de outros fungos, inclusive patdégenos
(DRUZHININA et al., 2018; MONTE et al., 2019). O Trichoderma atua também por
competicdo, que € um processo relacionado a interacdo entre dois ou mais
organismos envolvidos ho mesmo recurso, como nutrientes, agua, luz, espaco,
fatores de crescimento, oxigénio, entre outros (MACHADO et al., 2012). Destaca-
se também como mecansimos de acdo, a producdo de metabdlitos secundarios
que interferem no desenvolvimento de patégenos através de atividade antifungica,
frente a Botrytis, Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotinia, Stachybotrys, Colletrotrichum,
Penicillium, Aspergillus e Gaeumannomyces entre outros fungos (HERMOSA et al.,
2014).

Guo et al. (2022), abordam em seu estudo a importancia do Trichoderma
harzianum frente ao controle bioldgico e ao desenvolvimento de plantas, devido a
podrucdo de metabdlitos secundarios, onde os mesmos apresentam atividade,
citotoxicidade e atividade antimicrobiana. Os metabdlitos secundarios de T.
harzianum incluem terpendides, policetideos, peptideos, alcalbides e lactonas. De
acordo com Consolo et al. (2017), o T. harzianum €& o principal micoparasita
utilizado contra fitopatdgenos.

Geng et al. (2022), avaliaram em seu trabalho o potencial de biocontrole do



18

T. harzianum contra Botrytis cinerea em tomateiro. A inoculacdo com o agente de
biocontrole causou picos bifasicos na expressdo de metabolismo e genes
relacionados a defesa e aumentaram as concentracdes de flavondides, fendis e
lignina nas folhas de tomate. Além disso, aliviou o fechamento estomatico e
aumentou a taxa liquida de fotossintese e a atividade de RuBisCO e FBPase em
comparacao apenas com a inoculacéo Botrytis cinerea.

Trichoderma asperellum também tem seus efeitos benéficos comprovados
devido a producdo de metabdlitos secundarios, além de dispor de diferentes
mecanismos fisiolégicos que sdo responsaveis por garantir 0 incremento no
crescimento de plantas (PIO-GONCALVES et al.,, 2022). Stracquadanio et al.
(2020), avaliaram em seu trabalho a atividade antifangica de metabdlitos bioativos
produzidos por T. asperellum, e concluiu que as cepas apresentam atividades
antimicrobianas e sado potenciais fontes naturais de compostos com atividade
bioldgica.

Chagas et al. (2017), avaliaram a eficiéncia da inoculacdo de Trichoderma
asperellum como promotor de crescimento vegetal nas culturas da soja, feijao
caupi, arroz e milho, e concluiu que nas diferentes culturas estudadas, a inoculacao
de T. asperellum foi superior para as caracteristicas de biomassa, mostrando o
potencial como promotor de crescimento, com aumento acima de 60% em relacao
a testemunha, para todas as culturas.

T. asperellum e T. harzianum sdo espécies amplamente comercializadas e
fazem parte de produtos que combinam diversos isolados, afim de proporcionar
maior bioatividade e superar a limitacdo de compatibilidade ou relacéo de eficiéncia
em funcdo das condi¢cdes ambientais (MEDEIROS et al., 2019), como o Binab®,
Bio Fit® e BioTraz®. Portanto, é de extrema importancia estudos que avaliam a
eficiéncia de tais isolados em diferentes culturas, como o sisal, que ainda nao
possui nenhum método quimico de controle da podriddo vermelha do sisal.

A aplicagdo do Trichoderma na agricultura pode ser feita de diversas
maneiras, dependendo da cultura e do objetivo que se deseja alcancar (PEREIRA,
2012). Lima et al. (2023) avaliaram a eficiéncia do uso de Trichoderma spp. para a
promocao de crescimento na cultura do arroz, testando dois métodos de aplicagéo,
o tratamento de sementes e a pulverizacdo da planta. Esses autores obtiveram
melhores resultados no tratamento de sementes juntamente com pulverizacao

foliar, concluindo que é recomendavel a juncdo de diferentes métodos de
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inoculacdo do fungo. Pereira (2012) obteve melhor resultado com a aplicacdo de
Trichoderma spp. em mudas de maracuja via tratamento de sementes, em
comparacgao com a aplicacéo foliar, e concluiram que o tratamento de sementes é
mais viavel economicamente. Ribeiro et al. (2023) com o objetivo de avaliar a
eficiéncia de inoculantes de Trichoderma spp. como promotores de crescimento
vegetal em Parica (Shizolobium amazonicum), Fava-tamboril
(Entererolobium maximun) e Amareldo (Apuleia leiocarpa), utilizaram o método de
inoculacdo do fungo em substrato, com isolados de T. asperelloides e T. virens.
Estes isolados apresentaram desempenho positivo na producdo de todas essas
espécies vegetais, evidenciado pelo aumento de biomassa tanto no sistema
radicular quanto na parte aérea. Moura et al. (2022) avaliaram a influéncia de
Trichoderma spp. sobre a sanidade e aspectos fisiologicos de sementes de
Myracrodruon urundeuva. Os tratamentos foram aplicados por contato direto das
sementes com o fungo, em seguida, as sementes inoculadas com Trichoderma sp.
foram colocadas sobre colbnias de Aspergillus sp., e, apos a aplicacdo dos
tratamentos, as sementes foram submetidas aos testes de sanidade, germinacao e
emergéncia. A utilizacdo de Trichoderma spp. foi eficiente na reducéo da incidéncia
de Aspergillus niger em sementes de A. urundeuva e incrementou a germinacao
das sementes e vigor das plantulas.

Em resumo, existem diferentes formas de aplicagdo do Trichoderma, com
cada método apresentando suas vantagens e este deve ser selecionado de acordo
com as caracteristicas especificas do sistema de cultivo e dos objetivos de controle
biolégico e/ou promocéao de crescimento. Estudos adicionais sdo necessarios para
aprimorar e desenvolver técnicas de aplicacdo de Trichoderma spp. mais eficientes,

em diferentes contextos agricolas.

2.2. Sobrevivénciado Trichoderma em solos do semiarido

Apesar de ser um microrganismo que ocorre em diferentes ecossistemas,
e em uma ampla gama de zonas climaticas (KUBICEK et al., 2008), a sobrevivéncia
das espécies de Trichoderma é modulada por varios fatores, incluindo o microclima,
a disponibilidade de substratos, bem como interacdes ecoldgicas complexas
(HOYOS-CARVAJAL e BISSETT, 2011). A maioria das pesquisas que envolvem o

isolamento e identificacdo das cepas em diferentes zonas agroclimaticas, tem sido
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realizada a fim de avalia-las quanto ao potencial de controle biol6gico contra varios
fitopatdgenos. Entretanto, apenas um numero limitado de estudos lida com a
populacao, abundancia, diversidade, e os fatores que afetam o desenvolvimento e
sobrevivéncia do Trichoderma (KREDICS et al., 2014).

O fator sobrevivéncia esta atrelado a uma das principais caracteristicas das
espécies de Trichoderma, sendo estas oportunistas, apresentando boa capacidade
de colonizar muitos substratos com diferentes caracteristicas, em ambientes tdo
distintos como os da Antértida, do Caribe, da Amazénia ou do Saara (MONTE et
al., 2019). A maioria das cepas de Trichoderma vive em climas temperados e solos
acidos, entretanto, podem produzir estruturas de resisténcia, como clamidoésporos
e microesclerédios, e com isto sdo capazes de sobreviver em condicbes muito
adversas (MONTE et al., 2019; KREDICS et al., 2014). Atualmente ha um interesse
crescente em pesquisas que visam obter cepas de Trichoderma com potencial de
controle de fitopatégenos, adaptadas a condicfes desafiadoras dos ambientes de
cultivo e com potencial de promocé&o de crescimento de plantas sob condi¢cfes de
estresses abidticos, como altas temperaturas, solos salinos ou alcalinos e baixa
umidade em regides semiaridas (SILVA FILHO, 2019; ABRANTES, 2021).

Existem diversos estudos avaliando a influéncia das caracteristicas dos
solos na comunidade microbiana (ZHONG et al., 2010; BROCKETT, 2012; BACH,
2010). Tais estudos relatam que as varia¢cdes nas caracteristicas dos solos, como
pH, teores de macro e micronutrientes, teor de umidade, matéria organica, podem
afetar o desenvolvimento de qualquer microrganismo (MAYO-PIETRO et al, 2021).
Porém, pesquisas avaliando como as diferentes caracteristicas dos solos do
semiéarido influenciam na sobrevivéncia das cepas de Trichoderma sdo escassas
na literatura, se tornando assim importante investigar os efeitos das condi¢cbes
edaficas dessa regido na sobrevivéncia e atividade do Trichoderma.

Uma das principais caracteristicas do semiarido no Nordeste é a escassez
de agua. Essa regido tem 70% da superficie localizada sobre uma fundacao
conhecida na geologia, como escudo cristalino, sendo caracterizada por solos na
maioria das vezes rasos, pois o material de origem estd localizado préximo a
superficie, acarretando uma drenagem ineficiente, influenciando assim juntamente
com outros aspectos, problemas de armazenamento de agua (FUNDAJ, 2019). A
escassez de agua representa uma grande preocupacdo, ndo s6 em termos de

guantidade, mas também em qualidade, com impactos diretos no bem-estar dos
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povos, como no funcionamento dos ecossistemas e no desenvolvimento
socioeconémico (ABRANTES, 2021). Com a necessidade de desenvolver
alternativas para a escassez de agua nessas regides com zonas aridas e
semiaridas, a utilizacdo de &guas salobras e salinas na agricultura tem sido
frequente (AMBRIZZI e ARAUJO, 2014).

O uso de cultivares resistentes a essas condicdes adversas do semiarido
tem sido aliado a algumas praticas alternativas como a utilizacdo de
microrganismos benéficos. Diniz et al. (2022) avaliaram a influéncia de Trichoderma
spp. no desenvolvimento de mudas de melancieira, que é bastante explorada no
Brasil, em areas semiaridas e irrigadas com agua salina, devido a escassez de
chuvas e agua de boa qualidade. Os autores observaram que o uso de 4gua salina
promoveu reducdo no crescimento e biomassa de mudas de melancieira em todas
as cultivares estudadas. Entretanto, a utilizacdo do Trichoderma longibrachiatum
foi atenuante ao efeito deletério do estresse salino. Silva Filho (2019) avaliou os
efeitos combinados da salinidade e do fungo Trichorderma harzianum no
crescimento e desenvolvimento do pepino cultivado na regido semiarida do
Nordeste. Este autor reportou que a salinidade afetou negativamente o
desenvolvimento do pepino, enquanto que as plantas tratadas com T. harzianum
apresentaram bons resultados, reduzindo os efeitos negativos causados pela
salinidade.Os efeitos positivos do Trichoderma no desenvolvimento de plantas em
condicbes adversas vem sendo comprovados através desses estudos.
Compreender os fatores que afetam a sobrevivéncia desse fungo em solos do
semiarido poderd contribuir para otimizar as estratégias de aplicacdo do
Trichoderma na agricultura com reflexos positivos na producdo agricola nas

regides semiaridas.
2.3. A culturado sisal e as limitagbes na producao

O sisal (Agave sisalana Perrine) é uma planta nativa do México, pertence
a classe das monocotileddneas, série Liliflorea, familia Asparagaceae, subfamilia
Agavoidea (MEDINA, 1954). E uma planta perene, com metabolismo &cido das
crassulaceas (MAC) e caracteristicas fisioldgicas e morfolégicas que permitem a
sua sobrevivéncia em regides aridas e semiaridas, em condi¢cfes de temperatura e

déficit hidrico que poucas culturas de importancia agricola suportam (NAVA-CRUZ,
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2015; ABRAHAM et al., 2016).

Esta espécie de Agave € conhecida pela fibra presente em suas folhas e
que tem valor comercial, sendo produzida na Africa Oriental, Brasil, india e véarios
paises da Asia (FAO, 2022). O sisal fornece cerca de 75% das fibras vegetais duras
e longas do mundo (ROUSSO, 2010). As fibras percorrem todo o comprimento das
folhnas do sisal, podendo atingir at¢é um metro e meio de comprimento, e séo
comercializadas para a producao de cordas, barbantes, artesanato, dentre diversas
outras finalidades (BROWN, 2002; BASU et al., 2012; FAO, 2022). O Brasil é o
maior produtor e exportador de fibras de sisal, as quais sédo consideradas uma das
mais importantes fibras duras do mundo e a sua utilizagdo em substituicédo as fibras
sintéticas torna-se atrativa para varios mercados, incluindo o mercado do
automobilismo e de moveis de plastico, por ela ser biodegradavel, atdéxica e de fonte
renovavel (MARTIN et al., 2009).

No Brasil, o sisal foi introduzido em 1903 no estado da Bahia, no municipio
de Maragogipe, pelo industrial Horacio Urpia Junior, com plantas adquiridas de uma
empresa norte-americana (MEDINA, 1954). Atualmente estima-se que a producgéo
da fibra de sisal se aproxima de 91.923 toneladas por ano, sendo cultivado em 68
municipios, alguns desses com maior expressdo em termos de producéo, como por
exemplo: Conceicao do Coité, Santaluz, Valente, Araci, dentre outros (IBGE, 2022).
A Bahia é responsavel por 94% da producdo de fibra de sisal do Brasil, seguida
pelos estados da Paraiba e Pernambuco (SINDIFIBRAS, 2020). No entanto, a
produtividade média por hectare € de aproximadamente 1200 kg/ha, sendo
considerada baixa, quando comparada aos indices de produtividade encontrados
na Tanzania e Kenya, superiores a 2800 kg/ha (SANTOS e BRANDAO, 2021).

Sua adaptacdo as condicbes edafoclimaticas da regido semiarida do
Nordeste, onde as opc¢des de cultivo sdo limitadas, devido as condi¢cdes extremas
de déficit hidrico e elevadas temperaturas (SILVA et al., 2008), e a comercializa¢éo
da fibra nos mercados nacional e internacional fizeram com que esta cultura se
tornasse o principal cultivo na regido, com significativa importancia socioeconémica
para diversos municipios do semiarido da Bahia, com a geracdo de emprego e
renda (SUINAGA et al.,, 2006). Entretanto, € necessario o investimento em
pesquisa cientifica para o desenvolvimento de tecnologias para o0 manejo da cultura
no campo e o aumento de produtividade da fibra de sisal na regido (SANTOS e
BRANDAO, 2021).
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Apesar da importancia socioeconémica do sisal na regido semiarida da
Bahia e de o Brasil ser o maior produtor mundial de fibra de sisal, nas dltimas duas
décadas tem sido constatado um declinio em termos de plantio e produtividade do
sisal (FAO, 2022). Dentre diversos fatores, destaca-se o0 baixo indice de
modernizacdo e de aproveitamento da planta, o baixo valor pago pela fibra, a
competicdo com os fios sintéticos, o alto custo inicial de producédo, a falta de
maquinas modernas para a colheita e beneficiamento, os longos periodos de
estiagem e a podriddo vermelha do sisal, doenca que tem ameacado a
sustentabilidade desta cultura no Brasil (BATISTA et al.,, 2010; SOARES et al.,
2020).

No Brasil, apenas duas doencgas 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
econdmica (BARBOSA, 2019). A segunda € a podridao vermelha do sisal, causada
pelo fungo Aspergillus welwitschiae (DUARTE et al., 2018), que tem sido o principal
problema fitossanitario nas plantacdes de sisal no Brasil, com prevaléncia de 100%
e incidéncia média de 35% nas areas produtoras de sisal (ABREU, 2010). As
plantas infectadas pelo fungo apresentam como sintomas externos, o
amarelecimento e murcha das folhas e os sintomas internos no pseudocaule séo
caracterizados pelo escurecimento interno dos tecidos, apresentando descoloracao
variando de rosa palido/avermelhado a marrom. No estagio mais avancado da
doenca, o caule apodrece, a planta morre e se desprende facilmente do solo,
tombando (COUTINHO et al., 2006; DUARTE et al., 2018).

O A. welwitschiae pertence ao Reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Eutotiomycetes, ordem Eurotiales, familia Aspergillaceae (MYCOBANK, 2023). O
fungo ocorre naturalmente nas estruturas reprodutivas de Welwitschia mirabilis,
uma planta do deserto da Namibia (PEKAREK et al., 2006), € um habitante comum
do solo, e seus esporos também sdo encontrados no ar, nas regides aridas e
semiaridas onde W. mirabilis ocorre (WHITAKER et al., 2008). Isolados do fungo
também foram relatados no Brasil em graos de café (VON HERTWIG et al., 2018)
e castanhas (MASSI et al., 2016), dentre outras culturas em outros paises (SUSCA
etal., 2016; HANIF et al., 2016). Duarte et al. (2018), relata em seu estudo que para
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iniciar o processo de infec¢cdo, o A. welwitschiae dependente de lesGes e/ou
condicbes ambientais adversas ao hospedeiro. Ao realizar experimento em mudas
de sisal lesionadas e inoculadas com suspenséo 1x10° conidios ml~ de esporos de
A. welwitschiae, os autores observaram que o0s primeiros sintomas iniciaram dentro
de 8 a 10 dias apo0s a inoculagéo, a base das folhas apresentou clorose e murcha,
e algumas folhas comecaram a apresentar o sintoma de apodrecimento umido. Em
12 a 15 dias, esses sintomas progrediram para formar necrose do pseudocaule,
mas sem a morte da planta. Apos 15 dias, as mudas comecaram a morrer, 0s
pseudocaules necrosaram totalmente e as folhas destacavam-se facilmente. Apos
30 dias, a maioria das mudas estavam mortas.

As préticas adotadas pelos agricultores podem influenciar
substancialmente a distribuicdo geogréfica da podriddo vermelha do sisal e o
padrao de distribuicdo da doenca na area de cultivo (ABREU, 2010; BARBOSA,
2019). Entre os fatores limitantes para o manejo desta doenca no Brasil, tem-se a
falta de produtos registrados para o controle (AGROFIT, 2023) e a inviabilidade por
causa da elevacao dos custos de producado. Portanto, atualmente, as estratégias
de manejo devem considerar o uso de material propagativo sadio e adequacéo dos
tratos culturais (SILVA et al., 2008; BATISTA et al., 2010).

Diversas metodologias de controle da podriddo vermelha do sisal vém
sendo testadas. Lima (2021) avaliou em seu estudo o efeito da aplicagéo individual
e combinada dos 0Oleos essenciais-OEs e dos hidrolatos de Lippia alba e Ocimum
basilicum sobre A. welwitschiae e no controle da podridao vermelha. O tratamento
das mudas de sisal com os OEs reduziu o indice da doenca entre 34-82%, e as
mudas tratadas com hidrolatos na concentracdo de 70% tiveram uma reducgéo de
94% do indice da doenca, comprovando que os OEs e hidrolatos de Lippia alba e
Ocimum basilicum possuem potencial para utilizacdo no manejo da podriddo
vermelha do sisal.

Silva et al. (2019) avaliaram o potencial do residuo oriundo do
desfibramento das folhas de sisal, fermentado em condi¢cdes naturais de campo,
para o controle de A. welwitschiae e da podriddo vermelha, por meio de testes in
vitro, em segmentos de caule de sisal e em mudas de sisal. Obtiveram como
resultados que a calda do residuo liquido do desfibramento das folhas de sisal
causou inibicdo do crescimento micelial do A. welwitschiae. Em discos de caules

de sisal, a calda promoveu o controle da esporulagdo do fungo, e em mudas de



25

sisal, a calda reduziu a severidade da doenca, mas ndo promoveu o controle de
100% da doenca. Esses autores concluiram que a calda do residuo fermentado de
sisal tem efeito toxico ao patdégeno, atuando no controle de A. welwitschiae e na
reducado da severidade da podridao vermelha.

A utilizacdo de microrganismos benéficos que atuam no controle da
podriddo vermelha vem sendo comprovada através de diversos estudos (SA, 2009;
MAGALHAES et al, 2013; MAGALHAES et al., 2017). Souza et al. (2021) e Barbosa
et al. (2018), realizaram experimentos com bactérias endofiticas de diferentes
partes de plantas de sisal saudaveis e doentes para selecionar potenciais agentes
para o controle da doenca. Ambos estudos reportaram resultados favoraveis,
selecionando bactérias com atividade antagonista direta, as quais diminuiram
significativamente a incidéncia da podridao vermelha em experimentos com mudas
de sisal.

Sa (2013) e Barbosa (2019) avaliaram o potencial de diferentes espécies
de Trichoderma spp. no controle da podriddo vermelha do sisal e obtiveram
resultados significativos no controle da doenca. Sa (2013) avaliou 55 isolados de
Trichoderma pertencentes a sete espécies, em condicbes de campo e em
laboratoério. Os isolados TCS76 (Trichoderma harzianum), TCS43 (T. virens) e
TCSO09 (T. viride) promoveram reducgéo significativa da doenca nos ensaios em
laboratério, mas em campo os resultados ndo se repetiram, indicando a influéncia
do ambiente na resposta dos micro-organismos no biocontrole. Barbosa (2019)
avaliou em seu estudo o antagonismo de isolados de Trichoderma spp.
selecionados por Sa (2013), sobre o A. welwitschiae, e o controle da podridao
vermelha em plantas de sisal. Os isolados inibiram a germinacédo de esporos, 0
crescimento micelial e a esporulagéo de A. welwitschiae e promoveram significativa
reducdo da incidéncia (70-93%) e severidade (97%) da doenca em mudas de sisal.

As diversas metodologias e estratégias estudadas para o controle da
doenca através de microrganismos benéficos se mostram promissoras, néo so pela
reducdo efetiva dos sintomas, mas também pelos diversos beneficios que a
substituicdo dos defensivos quimicos pelos microrganismos tr4s, como a
sustentabilidade ambiental, a preservagéo da biodiversidade e a promoc¢éo de um

ambiente agricola mais equilibrado.
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CAPITULO 1

Sobrevivéncia de Trichoderma asperellum e T. harzianum em solos de
plantios de sisal do semiéarido da Bahia

Resumo: Para otimizar o uso de Trichoderma spp. nos sistemas agricolas é
essencial entender as interagbes com as plantas, com outros microrganismos e a
sua sobrevivéncia nos solos. Os parametros fisico-quimicos do solo podem afetar
diretamente a sobrevivéncia dos microrganismos e 0 sucesso do uso de agentes
de biocontrole na agricultura, o que depende do seu crescimento, colonizacdo e
sobrevivéncia nos ambientes onde séo aplicados. Sendo assim, o presente estudo
teve como objetivo avaliar a sobrevivéncia de espécies de Trichoderma spp. em
solos de seis areas produtoras de sisal do semiarido baiano. Foram avaliadas
amostras de solo esterilizado (SE) e de solo natural (SN), de seis areas produtoras
de sisal da regiao sisaleira da Bahia. Essas amostras de solo foram inoculadas com
Trichoderma asperellum e T. harzianum e incubadas em incubadora com
temperatura controlada a 28+2°C por 36 dias. A quantificacdo do Trichoderma no
solo foi pela contagem das unidades formadoras de colénias (UFCs) em meio
seletivo para Trichoderma (TSM), em dois periodos de coleta, 12 e 36 dias. O solo
que apresentava maior valor de pH (6,6), teor de matéria organica (26 g/dms),
elevada CTC (307 mmolc/dm3) e elevada porcentagem de saturacdo por bases
(93%), quando inoculado com T. asperellum apresentou o maior numero de UFC’s.
A populacéo de Trichoderma foi maior em solo esterelizado, e o T. asperellum se
desenvolveu melhor que o T. harzianum. A populacdo de ambas as espécies de
Trichoderma aumentou ao longo dos 36 dias, em todos os solos. As caracteristicas
fisico-quimicas das amostras de solo ndo apresentaram correlacdo significativa
com os numeros de unidades formadoras de col6nias de ambos os isolados de
Trichoderma.

Palavras chave: Solo estéril, Trichoderma asperellum, Trichoderma harzianum
Unidades Formadoras de Colodnias
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Survival of Trichoderma asperellum and T. harzianum in soils of sisal
plantations from the semi-arid region of Bahia

Abstract: To optimize the use of Trichoderma spp. in agricultural systems, it is
essential to understand their interactions with plants, other microorganisms and their
survival in soil. The physicochemical parameters of the soil can directly affect the
survival of microorganisms and the success of the use of biocontrol agents in
agriculture, which depends on their growth, colonization and survival in the
environments where they are applied. Therefore, the present study aimed to
evaluate the survival of Trichoderma spp. in soils from six sisal-producing areas in
the semi-arid region of Bahia. Samples of sterilized soil (SE) and natural soil (SN)
were evaluated from six sisal-producing areas in the sisal region of Bahia. These
soil samples were inoculated with Trichoderma asperellum and T. harzianum and
incubated in an incubator with temperature controlled at 28+2°C for 36 days.
Trichoderma in the soil was quantified by counting colony forming units (CFUSs) in
Trichoderma selective medium (TSM), in two collection periods, 12 and 36 days.
The soil with the highest pH value (6.6), organic matter content (26 g/dm3), high
CTC (307 mmolc/dm3) and high percentage of base saturation (93%), when
inoculated with T. asperellum presented the highest number of UFC's. The
Trichoderma population was higher in sterilized soil, with T. asperellum developing
better than T. harzianum. The population of both Trichoderma species increased
over the 36 days in all soils. The physicochemical characteristics of the soil samples
did not show a significant correlation with the numbers of colony-forming units of
both Trichoderma isolates.

Keywords: Sterile soil, Trichoderma asperellum, Trichoderma harzianum, Colony
Forming Units
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1. INTRODUCAO

O Trichoderma é um fungo que tem despertado um interesse significativo
na agricultura devido aos seus diversos beneficios (SILVA et al., 2015; FATINEL et
al., 2018). Estudos voltados para o seu potencial como agente de biontrole (SILVA,
2020; MEDEIROS et al., 2020) e como promotor de crescimento (JUNGES et al.,
2016; SANTOS, 2020) tem evidenciando seu papel na agricultura sustentavel.

No entanto, para maximizar o uso do Trichoderma spp. nos sistemas
agricolas € essencial entender as interacfes deste fungo com as plantas, com
outros microrganismos e a sua sobrevivéncia em diferentes solos. Os solos séo
fisicamente, quimicamente e biologicamente heterogéneos, e as variacbes nessas
caracteristicas podem afetar o desenvolvimento de microrganismos (MAYO-
PIETRO et al, 2021). Fatores abidticos do solo como pH, teores de macro e
micronutrientes, teor de umidade, matéria organica, dentre outros, podem afetar
diretamente a sobrevivéncia dos microrganismos, e consequentemente 0 seu
desempenho nos processos de biocontrole, promog¢édo de crescimento, dentre
outros (KURAMAE et al., 2012).

Trichoderma harzianum e Trichoderma asperellum sdo espécies bastante
citadas quando se fala em controle biolégico (CONSOLO et al., 2020; GUO et al.,
2022) e promocao de crescimento vegetal (CHAGAS et al., 2017; DEGANI et al.,
2021). Essas espécies de Trichoderma tem seus efeitos benéficos comprovados
devido a producdo de metabdlitos secundarios, além de dispor de diferentes
mecanismos fisiolégicos que sdo responsaveis por garantir o incremento no
crescimento de plantas (PIO-GONCALVES et al., 2022). Porém, os microrganismos
que podem influenciar na promocédo do crescimento vegetal e no controle de
patégenos tendem a sofrer variagbes em seus modos de acdo a depender de
caracteristicas do meio, disponibilidade de nutrientes, tipos de solos, formas de
inoculacao, dentre outros fatores. Desta forma, € importante que sejam utilizados
isolados adaptados as condi¢des de solo da regido e o método de inoculacdo seja
adequado para a cultura e o patégeno em questédo, visando assim a eficiéncia dos
microrganismos e que os beneficios da inoculagdo sejam otimizados (STEFFEN et
al., 2019).

Em relacdo aos solos do semiarido brasileiro, uma das principais
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caracteristicas, no que diz respeito a sua cobertura pedologica, é a
heterogeneidade das condi¢cdes de ambientes. Existe uma diversidade de litologias
e material originario, relevo e regime de umidade do solo e estes fatores resultam
na presenca de diversas classes de solos, as quais apresentam diferentes
caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas (CUNHA et al, 2010).

Diversos estudos tém avaliado a influéncia das caracteristicas dos solos na
comunidade microbiana (ZHONG et al., 2010; BROCKETT, 2012; BACH, 2010).
Tais estudos indicam que a textura, matéria organcia e a umidade do solo séo os
fatores que mais influenciam na estrutura da comunidade microbiana. Ao avaliar a
importancia relativa de varios parametros do solo na adaptacéo e desenvolvimento
de Trichoderma spp., Mayo-Pietro (2021) concluiram que a textura, principalmente
a concentracdo de argila, e a matéria organica, condutividade elétrica (CE), pH, B
e Cu sdo os principais fatores que influenciaram no desenvolvimento do
Trichoderma spp.

Pesquisas avaliando o desenvolvimento do Trichoderma em solos do
semiarido baiano s8o escassas na literatura, se tornando assim importante
investigar os efeitos das condicbes edaficas dessa regido na sobrevivéncia e
atividade de espécies e isolados de Trichoderma. Compreender os fatores que
afetam sua sobrevivéncia e atividade nos solos permitird desenvolver estratégias
de uso do Trichoderma com mais eficiéncia e maximizar os seus possiveis efeitos
benéficos.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o desenvolvimento de
Trichoderma asperellum e T. harzianum em solos de seis areas produtoras de sisal
do semiéarido com diferentes caracteristicas fisico-quimicas da regido sisaleira na
Bahia.

2. METODOLOGIA

2.1. Amostragem do solo
Seis amostras compostas de solo foram coletadas em éareas de

producéo de sisal na regido semiarida da Bahia (Tabela 1).
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Tabela 1. Locais da amostragem de solo no semiarido da Bahia

Municipio Propriedade Caodigo
Retirolandia Porto Alegre S1
Sao Domingos Lagendo da Coruja S2
Sé&o Domingos Alto Bonito S3
Retirolandia Porto Alegre S4
Salgadalia Vitoria - Area 01 S5
Salgadalia Vitéria - Area 02 S6

Foram coletadas amostras simples naprofundidade de 0-20 cm, com um
trado, e estas foram homogeneizadas para formacédo de uma amostra composta.

Essas amostras foram destorroadas e peneiradas em peneiras de 2mm.

2.2. Analises fisico-quimica dos solos
As analises fisicas e quimicas das amostras dos solos foram realizadas no
Laboratério Agronémico - LAGRO, em Indaiatuba, Sdo Paulo. As amostras foram

analisadas de acordo com os métodos descritos a seguir: pHu20, pHcaciz €
condutividade elétrica pelo método potenciométrico; Ca?™, M92+, P e K foram

determinados por meio da metodologia com a resina de troca ionica, AI3* foi
extraido com KCI; Na* foi extraido com Mehlicht (HCI 0,05 mol L + H,SO4 0,0125
mol L1), conforme descrito por Raij et al. (2001). Os micronutrientes, Fe, Zn, Mn e
Cu foram determinados com o método DTPA, através de espectrofotometria de
absorcdo atdbmica; a matéria organica foi determinada através do método de
oxidacdo com dicromato de potassio em meio sulfirico; a analise granulométrica
foi realizada através do método HMFS + NaOH (Raij et al., 2001). Os valores de
capacidade de troca catidnica (CTC) e saturacdo por bases (V%) foram calculados

a partir dos resultados.
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2.3. Isolados de Trichoderma

Os isolados utilizados neste estudo foram Trichoderma harzianum (isolado
TCS 35) e Trichoderma asperellum (isolado F12), da colecdo de culturas do
Laboratorio de Microbiologia Agricola da UFRB. Esses isolados foram coletados em
Araci, BA e Conceicao do Coité, BA, respectivamente. O F12 foi isolado de folha
de sisal sadio e o TCS 35 de uma amostra de solo, em area de producao de sisal
e, ambos foram selecionados para este estudo com base no potencial de controle
da podridao vermelha do sisal (BARBOSA, 2019).

2.4. Preparo dasuspensao de esporos
Os isolados de Trichoderma foram multiplicados em meio batata dextrose
agar e discos da cultura foram transferidos para frascos de Erlenmeyer contendo
arroz parboilizado, umedecido e esterilizado e foram incubados a 28°C em

incubadora, por 7 dias (Figura 1).

Figura 1. Isolados de Trichoderma harzianum (TCS 35) e Trichoderma asperellum
(F12)

Autora: Barbosa (2023)

Apbs o crescimento e esporulacdo dos isolados, foi realizado o preparo das
suspensdes de esporos para inoculacdo do solo. Adicionou-se agua destilada
esterilizada com trés gotas de Tween 20 no frasco de Erlenmeyer contendo a
cultura do fungo em arroz. Com uma espatula esterilizada, o arroz colonizado foi
agitado, para se obter a suspensao de esporos e em seguida a suspensao foi
fitrada em um funil de vidro esterilizado com uma camada dupla de gaze
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esterilizado. A suspensdo de esporos foi homogeneizada por agitacdo e uma

pequena aliquota foi retirada com uma micropipeta de 1 mL para a contagem dos

esporos. Fez-se uma diluicao de 101 da aliquota em um tubo de ensaio com 9 mL
de solucao salina e essa suspensao diluida foi transferida para uma camara de
Neubauer para contagem em microscopio Otico com aumento de 400 x. A

suspensao de esporos foi ajustada com agua destilada esterilizada para 1,0 x 108

esporos ml,

2.5. Ensaio com amostras de solo e Trichoderma
Uma parte de cada amostra de solo foi esterilizada em autoclave a 121°C
por 1,5 horas, por duas vezes, em dias consecutivos. Para o ensaio, 30g de cada
amostra de solo, esterilizado e néo-esterilizado (solo natural) foram transferidas
para placas de Petri esterilizadas e acrescentados 2 ml de agua destilada em cada
placa com solo, com agitacdo, usando uma espatula para homogenizacdo. Em
cada placa de Petri com o solo foram adicionados 3 ml da suspensao de
Trichoderma (1,0 x 108 esporos mL1) e o solo foi novamente homogeneizado com
uma espatula esterilizada. Em cada tratamento controle, solo esterilizado e solo
natural, foram adicionados 3 mL de agua esterilizada. O experimento foi constituido
por 36 placas de Petri com os tratamentos, conforme tabela 2 e trés repetigdes. Os
ensaios foram incubados em incubadora com temperatura controlada a 28+2°C,
durante todo o experimento (Figura 2). Na incubadora foram colocadas vasilhas de
plastico com agua para manter a umidade.
Uma aliquota de cada in6culo, T. asperellum e T. harzianum, foi transferida
para tubos de microcentrifuga do tipo Eppendorf e fez-se a diluicdo seriada e o
plagueamento em meio Trichoderma Selective Medium (TSM) com antibiotico para
obtencdo do numero de unidades formadoras de col6nia nos indculos, sendo
contabilizados 77 x 108 UFC ml* de T. harzianum (TCS 35) e 91,6 x 108 UFC ml?
de T. asperellum (F12).
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Tabela 2. Descricdo do ensaio com amostras de solo e Trichoderma

Cddigo Descrigcédo
SN, SE SN - Solo Natural
SE - Solo Esterilizado
TO, T1, T2 TO: controle

T1: T. asperellum, isolado F12
T2: T. harzianum, isolado TCS35

S1, S2, S3, S4, S5, S6 Amostras de solo

Figura 2. Incubacdo das amostras de solo tratadas com os isolados de
Trichoderma, a temperatura de 28+2°C

———

Autora: Barbosa (2023)

2.6. Quantificacdo do Trichoderma no solo
Para a quantificacdo do Trichoderma no solo usou-se a metodologia de
contagem das unidades formadoras de colénias (UFCs), ap0s diluicdo seriada de
sub-amostras com 1 g de solo retiradas do solo incubado e plagueamento em meio
TSM. As placas de Petri foram retiradas da incubadora e, dentro da camara de fluxo
laminar, sub-amostras de solo foram retiradas das placas, pesadas e 1 grama de

solo de cada tratamento foi transferida para tubo de ensaio contendo 9 mL de solugéo
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salina (0,85% NacCl) esterilizada, para o processo de diluicdo seriada, fazendo-se a

diluicdo de 101 a 104 0 plaqueamento foi com 100 pL da suspensao diluida,
utilizando-se uma micropipeta ajustada para o volume de 100uL e os tubos foram
agitados com um agitador tipo vortex antes da retirada da aliquota de 100 pL. O
plagueamento foi em triplicata para cada diluicdo, em meio de cultura TSM com a

seguinte composic¢édo: 0,2g de MgSO4 *7H20, 0,9g de K2HPO4, 0,159 de KCL, 1,0g de
NHsNO3, 3,0g de dextrose, 0,15g de rosa bengala, 20g de agar,1ml de tetraciclina
(0,29), acrescido de 3ml de Triton x100 e 1L de agua destilada. O inéculo foi
espalhado na placa com a alca de Drigalski esterilizada por flambagem e as placas
incubadas a 28+2°C por 72 horas. Apés incubacgdo por 72 horas fez-se a contagem
do numero de coldnias de Trichoderma na diluicdo que permitia a melhor contagem.
Logo apds a pesagem de 1 g de solo, as placas foram mantidas em incubadora.
Este processo de pesagem, plaqueamento e contagem das UFCs foi realizada aos
12 e 36 dias apds a incubacdo das amostras de solo com os isolados de
Trichoderma, sendo realizadas portanto, duas coletas. Para o calculo nas UFCs
utilizou-se a seguinte equacao: numero de UFC/grama de solo umido = X * fator
de diluicao * 10, sendo X = média do numero de coldnias de Trichoderma obtida na
contagem de trés placas da mesma diluicdo. O fator 10 refere-se ao volume da

suspensao transferida para a Placa de Petri com o meio de cultura. Sendo transferido

para a placa 100uL, que corresponde a 0,1mL que equivale a 1071 e o fator de
diluicdo refere-se a diluicdo das placas selecionadas para a contagem das unidades

formadoras de colénia, com expoente positivo.

2.7. Delineamento experimental
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com dois
isolados de Trichoderma, seis amostras de solo da regido sisaleira, sendo estas
divididas emsolo esterilizado (SE) e solo natural (SN), com trés repeticbes e 0s
controles, sendo seis controles de SA e seis de SN, totalizando assim 60 amostras,
gue foram avaliadas em dois tempos, 12 e 36 dias. Apesar de terem sido incubadas
trés repeticdes por tratamento, foram avaliadas apenas duas repeti¢cdes devido ao

numero elevado de amostras para os ensaios de plagueamento em meio TSM.
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2.8. Analise estatistica
Realizou-se uma analise fatorial com o intuito de avaliar a interacdo dos
parametros, onde utilizou-se o software R Statistical para a realizacéo de Testes de
médias como Teste de Tukey e Teste de t de Student, e com o software Sisvar foi

realizada a Andlise de Componentes Principais.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os solos utilizados no presente estudo (Tabela 3) variaram para os valores
de pH de acido (amostra S5 — pH 5,2) a levemente &cido (amostra S4 — pH 6,6).
Os teores de matéria organica variaram entre 15 g/dm3 e 26 g/dm?, solos S1 e S4,
respectivamente. Corroborando com o maior valor de pH e maior teor de matéria
organica, o solo S4 apresentou elevada CTC (307 mmolc/dm3) e elevada

porcentagem de saturacéo por bases (93%).

Tabela 3. Caracteristicas quimicas dos solos

Solo M.O. Al H+Al CTC V K Ca Mg Na

| g/dm3 | mmolc/dm3 | %

S1 15 4 38 147 74 0,02 4,14 10,18 5,43
S2 24 0 23 293 92 0,02 218 8,18 9,21
S3 21 0 44 234 81 0,02 248 8,96 31,16
S4 26 0 20 307 93 0,02 215 8,48 7,17
S5 19 0 23 61,1 62 0,23 8,51 31,10 11,46
S6 21 0 31 133 77 0,03 4,51 15,79 6,02
pH EC P S Fe Mn Cu Zn B
| dS/m | mg/dm?3

S1 6,1 0,03 8
S2 6,4 0,07 27
S3 58 0,05 73
S4 6,6 0,06 22
S5 52 014 7
S6 6 0,04 8

58 1112 23 1,3 0,48
52 35 1,1 338 1,16
160 536 16 10,9 0,85
38 20 22 3,7 079
25 30 0 22 0,34
56 52 24 29 035

0O ~N0 01O

Quanto a classificacéo textural, os solos variaram de argiloso (S2) a franco-
arenoso (S5) (Tabela 4).
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Tabela 4. Classificacdo textural dos solos

Solos Classificacao textural
S1 Franco-argilo-arenoso
S2 Argiloso
S3 Franco-argilo-arenoso
S4 Argilo-arenoso
S5 Franco-arenoso
S6 Franco-argilo-arenoso

Em relag&o ao desenvolvimento do Trichoderma nos solos, o T. asperellum
apresentou a maior média de UFCs no solo S4 e o T. harzianum apresentou
maiores médias nos solos S3 e S4, nédo diferindo significativamente nesses solos.
Nos solos S2, S3 e S6 ndo houve diferenca significativa no numero de UFCs entre
os dois isolados. Nos solos S1, S4 e S5 o numero de UFCs de T. asperellum foi

maior, em comparac¢do com o de T. harzianum (Figura 3).

Figura 3. Andlise do desdobramento dos fatores solo e in6culo (Trichoderma)
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Letras minUsculas comparam as médias entre os solos e letras mailsculas comparam as médias
entre os isolados.

Quando néo esterilizados os solos S1, S2 e S4 apresentaram maiores
médias de UFCs. Quando esterelizados, os solos S3, S4 e S5 apresentaram
maiores médias de UFCs. Com excessao da amostra de solo S2, que ndao houve
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diferenca significativa, em todas as amostras de solo, o solo esterilizado apresentou
resultados superiores para UFCs de Trichoderma (Figura 4). Destaca-se que o solo
S2 tem o segundo maior valor de CTC (293 mmolc/dm?3) e o maior valor de Zn (33,8
mg/dm?3). Entre os isolados, o T. asperellum se desenvolveu melhor que o T.
harzianum, tanto em solo natural quanto esterelizado (Figura 5). O solo S4 que
apresenta maior valor de pH (6,6), teor de matéria organica (26 g/dm3), elevada
CTC (307 mmolc/dm?) e elevada porcentagem de saturagdo por bases (93%),
quando inoculado com T. asperellum apresentou o maior numero de UFC’s. Na
comparacao do desenvolvimento dos dois isolados de Trichoderma, ambos se
desenvolveram melhor em solo esterelizado. O solo esterelizado apresentou
maiores médias de UFCs nos dois periodos de incubacgéo, 12 e 36 dias (Figura 6).
Tal resultado pode ser atribuido a eliminacdo da competicdo dos microrganismos
do solo com o Trichoderma introduzido por inoculacéo. Destaca-se também que o
processo de esterilizacdo causa a mineralizacdo de nutrientes devido a morte
celular e decomposicdo de substancias organicas causados pela elevada
temperatura, promovendo a liberacdo de nutrientes, o que pode promover a
disponibilizacdo de nutrientes para o Trichoderma, além da eliminacdo da
competicdo por microorganismos ativos dessas amostras de solo (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006). Com outros microorganismos, Al-Khalie (2010) observou que a
populacdo de Bacillus subtilis foi maior em substrato autoclavado do que em
substrato ndo autoclavado. Linderman (1997), relatou que plantas de amendoim
apresentaram maior colonizacdo de Glomus spp. em solo autoclavado do que em

solo ndo autoclavado.

Figura 4. Analise do desdobramento dos fatores solo e esterilizagéo
7
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Letras minUsculas comparam as médias entre os solos e letras mailsculas comparam as médias
entre o fator esterilizacédo

Figura 5. Analise do desdobramento dos fatores indculo (Trichoderma) e
esterilizacédo do solo
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Figura 6. Analise do desdobramento dos fatores esterilizacdo e tempo de
incubacgéo do solo
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Para tempo de incubacdo, houve diferenca signiticativa entre os dois
periodos avaliados, para todos os solos, comprovando o crescimento da populacdo
de Trichoderma ao longos dos 36 dias (Figura 7). Na avaliacdo aos 12 dias apos

incubacéo, o solo S4 apresentou maior numero de UFCs e aos 36 dias o0s solos S1
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e S4 nao diferiram significativamente (Figura 7).

Figura 7. Analise do desdobramento dos fatores solo e tempo de incubagéo
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Entre os isolados, o T. asperellum se desenvolveu melhor que o T.
harzianum no periodo de coleta aos 12 dias, mas aos 36 dias ndo diferiram
significativamente. As médias de UFCs do T. asperellum ndo apresentaram
diferenca significativa entre os dois periodos de incubagdo, enquanto o T.

harzianum apresentou maior média aos 36 dias (Figura 8).

Figura 8. Analise do desdobramento dos fatores inoculacdo e tempo de
incubacéo
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Os dois primeiros componentes apresentaram 42,27% e 27,79% da
variancia dos dados, explicando cerca de 70,06% da variacdo, uma larga e

aceitavel porcentagem (Tabela 5).

Tabela 5. Analise de componentes principais

Componentes Principais 1 2
AutoValor 7.6085 5.0026
%Explicacao 42.2692 27.7925
%Explicacdo Acumulada 42.2692 70.0616

A Andlise de Componentes Principais (Principal Component Analysis -
PCA) permite visualizar informagbes em uma matriz de dados contendo
individuos/observacbes descritos por variaveis quantitativas interrelacionadas
(ABDI e WILLIAMS, 2010). O objetivo da PCA é identificar direcbes tal que a
variacdo dos dados seja maxima (JOLLIFFE, 2002), ou seja, a ACP reduz a
dimensionalidade de dados multivariados para dois ou trés Componentes
Principais, que podem ser visualizados graficamente, com a minima perda de
informacédo (BARBOSA, 2018). Esta analise (PCA) do conjunto de dados (Figura 9)
indicou diferencas consistentes entre os tipos de solo, em relacéo as caracteristicas
fisico-quimicas. Os solos S4 e S2 se separaram do S5 ao longo do primeiro eixo, 0
que explicou 42,27% da variabilidade dos dados. E os solos S5 e S1 se separaram
ao longo do segundo eixo, 0 que explicou 27,79% da variabilidade dos dados.



48

Figura 9. Analise de Componentes Principais
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E possivel observar que as variaveis CTC, V%, Mg, pH e teor de Argila,
apresentam uma alta correlagdo positiva com o componente principal 1 e se
agrupam com os solos S4 e S2, o que indica um alto valor dessas variaveis nesses
solos. Enquanto o S5 se agrupa com a variavel K, que apresenta correlacéo
negativa com o componente principal 1, indicando assim que o0 solo possui o maior
teor de K entre os demais.

Quanto ao numero de colbnias de Trichoderma, que é o foco do presente
estudo, esta variavel ndo apresentou correlacao significativa com os componentes
principais, o que indica que nao foi um fator de importancia quanto a variabilidade
dos dados.

De acordo com a matriz de correlacdo (Figura 10), observa-se que, com
excessao do percentual de K que apresenta uma correlacdo negativa moderada (-
0,548) com o numero de UFCs, a 10% de significancia, nenhuma outra
caracteristica do solo apresenta correlagéo significativa com o niamero de UFCs,
sendo que, quanto mais préximo de -1,0 ou 1,0 maior a correlacdo. Geraldine et al.,
(2013) reportaram a ACP evidenciando que a sobrevivéncia de Trichoderma spp. é

afetada negativamente em solos com K elevado.
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Figura 10. Correlacéo entre as caracteristicas dos solos e 0 niumero de unidades
formadores de colonias de Trichoderma
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Os agentes de biocontrole possuem diferentes capacidades de
crescimento, colonizacdo e sobrevivéncia ou protecdo vegetal, dependendo das
peculiaridades ambientais, da planta e do microorganismo. Alguns fatores do solo,
como pH e matéria organica, podem modificar esses processos (KURAMAE et al.,
2012; MAYO-PIETRO et al., 2021). Mayo-Pietro et al., (2021) observaram que
parametros como pH, C, relacdo C:N, C.E e textura foram as caracteristicas que
apresentaram maior correlacdo com o desenvolvimento do Trichoderma em solos
de cinco zonas produtivas da cultura do feijdo. De acordo com esses autores, as
correlagdes tanto positivas quanto negativas com os parametros dos solos variaram
de acordo com a regido produtora de feijao e os diferentes isolados analisados. O
estudo de Bach et al., (2010) demonstrou que as respostas microbianas no solo a
restauracdo de pastagens sdo moduladas pela textura do solo. Harries et al., (2020)
observaram que o desenvolvimento de R. solani foi limitado em solos com alto teor
de argila, diferindo do estudo realizado por Mayo-Pietro et al., (2021), em que
isolados de T. harzianum se desenvolveram melhor em solos com alto teor de

argila. Tal resultado pode ser explicado pelo tamanho pequeno das particulas, que
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proporciona poros pequenos e protege 0S microrganismos contra outros
organismos. Além disso, as particulas de silte e argila tém maior capacidade de
retencdo de 4gua e exercem maior impacto na disponibilidade de 4gua e nutrientes
(BACH, 2010).

De acordo com os estudos abordados (BACH, 2010; BACH et al., 2010;
MAYO-PIETRO et al., 2021), a textura pode desempenhar um papel importante no
desenvolvimento e sobrevivéncia dos microrganismos no solo, porém, no presente
estudo a textura ndo apresentou correlagio com o numero de colbnias de
Trichoderma no solo. A auséncia de correlagdes significativas entre os parametros
das amostras de solos e o desenvolvimento dos isolados de Trichoderma no
presente estudo difere de diversos estudos que indicam que as caracteristicas
fisico-quimicas dos solos estdo fortemente relacionadas ao desenvolvimento e
sobrevivéncia da comunidade microbiana (FIERER e JACKSON, 2006;
LOZUPONE e KNIGHT, 2010; ZHONG et al., 2010). Latour et al., (1996) estudaram
a diversidade das populagdes nativas de Pseudomonas fluorescens associadas ao
tomateiro e a plantas de linho em dois solos e observaram que o substrato era o
principal fator responsavel pela heterogenicidade das populacdes bacterianas
associadas. Ao comparar a estrutura e a funcado das comunidades microbianas do
solo em sete tipos de florestas maduras e néo perturbadas, em uma variedade de
climas regionais na Columbia Britanica, Brockett et al., (2012) concluiram que o0s
teores de matéria organica, umidade do solo e pH foram os que mais se

relacionaram com as caracteristicas da comunidade microbiana.

4. CONCLUSOES

As caracteristicas fisico-quimicas das amostras de solo ndo apresentaram
correlacdo significativa com o numero de unidades formadoras de colbnias, de
ambos os isolados de Trichoderma, ou seja, as carcateristicas desses solos néo
interferiram na sobrevivéncia dos isolados. Além de que, a populacdo dos fungos
aumentou ao longo dos 36 dias em todos os solos, indicando assim, que mesmo a
microbiota nativa interferindo no desenvolvimento do T. harzianum e T. asperellum,
ambos apresentaram potencial de sobrevivéncia nos solos da regido sisaleira do

semiarido da Bahia.
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CAPITULO 2

Trichoderma no controle da podriddo vermelha e promocéao de crescimento
do sisal

Resumo: O Brasil é o maior produtor e exportador de fibra de sisal, que é uma das
mais importantes fibras duras do mundo. A cultura do sisal se destaca na economia
da Bahia, no Brasil, pelo seu potencial de geracdo de empregos no semiarido.
Porém, a producdo do sisal tem caido devido a diversos fatores, dentre eles a
podriddo vermelha causada pelo fungo Aspergillus welwitschiae. O manejo da
podriddo vermelha do sisal ndo é realizado com o controle quimico pela falta de
fungicidas registrados para a cultura. Estudos sobre o uso de agentes de
biocontrole sdo necesséarios e os fungos do género Trichoderma vem se
destacando no controle biolégico de diversos patdgenos, além de algumas
espécies e isolados de Trichoderma spp. promoverem o crescimento vegetal.
Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial do
Trichoderma asperellum, isolado F 12, como agente de biocontrole da podridao
vermelha e como promotor de crescimento em mudas de sisal, sob condicbes de
casa de vegetacdo, e avaliar diferentes métodos de inoculagdo. Para isso, mudas
de sisal foram inoculadas com T. asperellum por trés métodos de inoculagdo e em
solo esterilizado (SE) e solo natural (SN). Avaliou-se a incidéncia e severidade da
doenca e a promocado de crescimento em mudas de sisal. O T. asperellum teve
efeito eficiente no controle da doenca e também na promocao do crescimento da
parte aérea e da raiz, apenas com o método de inoculacéo por micro ferimentos no
pseudocaule do sisal com as plantas cultivadas em solo natural. As plantas desse
tratamento apresentaram apenas 14% de incidéncia da doenca, € houve um
aumento na massa seca da parte aérea de 41,89% e de 33,09% da massa seca da
raiz, quando comparado com o tratamento controle. Nos outros tratamentos, as
plantas apresentaram 100% de incidéncia da doenca. O T. asperellum F12 é um
isolado promissor, apresentando um efeito sinergistico com o microbioma do solo,
pois sua resposta no biocontrole foi eficiente apenas nas plantas cultivadas em
solo natural.

Palavras chave: Agave sisalana, Biocontrole, Trichoderma asperellum
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Trichoderma in the control of bole rot and growth promotion of sisal

Abstract: Brazil is the largest producer and exporter of sisal fiber, which is one of
the most important hard fibers at a worldwide level. Sisal culture stands out in the
economy of Bahia state in Brazil, due to its potential to generate jobs in the semi-
arid region. However, production of sisal has decreased due to several factors,
including bole rot disease, caused by the fungus Aspergillus welwitschiae.
Management of sisal bole rot disease is not accomplished with chemical control due
to the lack of fungicides approved and registered for this crop. Studies on the use
of biocontrol agents are necessary and fungi of the genus Trichoderma have been
pointed out for the biological control of several pathogens. In addition, some species
and isolates of Trichoderma spp. can promote plant growth. Therefore, the present
study aimed to evaluate the potential of Trichoderma asperellum isolate F12, as a
biocontrol agent for sisal bole rot disease and for growth promotion of sisal plants
under green-house conditions, and to evaluate different methods of inoculation. Sisal
plants were inoculated with T. asperellum, by using three inoculation methods and in
sterilized soil (SE) and natural soil (SN). The incidence and severity of the disease,
and the promotion of growth in sisal plants were evaluated. T. asperellum had an
efficient effect in controlling the disease and in promoting growth of shoot and root
biomass, only with the inoculation method through wounds in the sisal bole tissue,
and with plants grown in natural soil. The plants in this treatment showed only a 14%
incidence of the disease, and there was an increase in the dry mass of the aerial
part of 41.89% and of 33.09% in the root dry mass, when compared to the control
treatment. For the other treatments, the plants showed 100% incidence of the
disease. T. asperellum F12 is a promising isolate, presenting a synergistic effect
with the soil microbiome, as its response was more efficient in plants grown in
natural soil.

Keywords: Agave sisalana, Biocontrol, Trichoderma asperellum
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1. INTRODUCAO

O Agave sisalana, popularmente conhecido como sisal, é cultivado em
regides aridas e semiaridas de paises como Brasil, Tanzania, Angola, Quénia e
México (FAO, 2022). O Brasil € o maior produtor e exportador de fibra de sisal, que
é considerada uma das mais importantes fibras duras do mundo e a sua utilizagéo
em substituicho as fibras sintéticas torna-se atrativa por ser uma fibra
biodegradavel, atoxica e de fonte renovavel (FAO, 2022; MARTIN et al., 2009). O
sisal é cultivado em uma area extensa da regido semiarida do Nordeste do Brasil,
com 94% sendo produzido no Estado da Bahia (SANTOS e SILVA, 2017; IBGE,
2023).

A cultura do sisal se destaca na economia baiana, pela capacidade de
geracdo de empregos no semiarido, por meio de uma cadeia de servigos que
abrange desde os trabalhos de manutencdo das lavouras, a extracdo e o
processamento de fibras, até as atividades de industrializacdo de diversos
produtos, bem como seu uso para fins artesanais (SUINAGA et al., 2006). Porém,
a producdo do sisal vem declinando devido a diversos fatores, dentre eles a
auséncia de préticas adequadas de plantio, tratos culturais incorretos, e problemas
fitossanitarios,como a podriddo vermelha do sisal, causada pelo fungo Aspergillus
welwitschiae (SOARES et al, 2020).

A podridao vermelha é a principal doenca do sisal que vem causando sérios
prejuizos para o arranjo produtivo. Um dos principais métodos de disseminac¢éo da
doenca é o plantio de mudas contaminadas pelo Aspergillus welwitschiae (DUARTE
et al., 2018; SANTOS e BRANDAO, 2021). O manejo da podriddo vermelha do sisal
nao € realizado com o controle quimico, seja pela falta de fungicidas registrados
para a cultura ou pela inviabilidade devido a elevacédo dos custos de producéao.
Atualmente, as estratégias de manejo sao o uso de material propagativo sadio e a
adequacao dos tratos culturais (BATISTA et al, 2010; SOARES et. al, 2020).
Entretanto, diversos estudos tem avaliado o uso de agentes de biocontrole como
potencial estratégia de controle da podriddo vermelha (BARBOSA, 2019; SOUZA
et al., 2021; MAGALHAES et al., 2017).

Os agentes de biocontrole (ABCs) sao organismos vivos, utilizados com o
objetivo de combater os patégenos, mantendo um equilibrio no agroecossistema,

demodo que o hospedeiro, na presenca do patégeno, nao sofra danos significativos,
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em funcdo da acdo controladora dos organismos ndo patogénicos no sistema
(HOWELL, 2003; MEYER et al., 2019; BETTIOL e MORANDI, 2009). Nos ultimos
anos, a popularidade do biocontrole e de produtos alternativos ou biocompativeis
tem aumentado em diferentes segmentos da sociedade brasileira (MEYER et al.,
2019).

Os fungos do género Trichoderma tem se destacado no controle biologico
(GUO et al., 2022), além de algumas linhagens de Trichoderma spp. promoverem
0 crescimento vegetal, por aumentarem a superficie total do sistema radicular,
possibilitando a maior absorcdo de nutrientes, o que faz deste fungo, um grande
aliado na promocédo de crescimento vegetal (LUCON, 2009; SILVA et al, 2011).
Diversos estudos vém sendo realizados ao longo dos anos com espécies de
Trichoderma, avaliando o seu potencial como agentes de biocontrole (KIM e
KNUDSEN, 2013; SILVA et al, 2015; OLIVEIRA et al, 2021) e promotores de
crescimento (CHAGAS etal, 2017). Os estudos com Trichoderma também abordam
diferentes métodos de inoculagédo, a exemplo da inoculacdo de substratos para
promocdo do enraizamento de plantas (FORTES et al, 2007), do tratamento de
sementes (JUNGES et al, 2014), da inoculacdo de plantas por pulverizacao foliar
(MACHADO et al.,, 2020) e a inoculacdo através de ferimentos nas plantas
(BARBOSA, 2019).

Dentre as espécies de Trichoderma com potencial de biocontrole e de
promocao de crescimento, T. asperellum tem sido amplamente estudado e a sua
eficiéncia no biocontrole de patdogenos em plantas term sido comprovada
(STRACQUADANIO et al., 2020). Essa espécie tem apresentado acdo antagonista
a diversos patdgenos, como Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, e Colletotrichum
dematium var. truncata (GABARDO et al.,, 2020) e também na promocédo de
crescimentro de plantas (CHAGAS et al., 2017).

Entretanto, a forma de inoculacdo do Trichoderma pode influenciar
diretamente em processos distintos na planta, como no enraizamento e aumento
da biomassa da parte aérea das plantas (ROLIM et al, 2017). A aplicacéo direta de
Trichoderma spp. no solo tem sido uma estratégia eficaz para aumentar a
populacao do fungo no solo e promover o crescimento das plantas (HERMOSA et
al., 2012). A aplicagéo foliar pode induzir respostas de defesa nas plantas,
aumentando sua resisténcia a doencas (LORITO et al., 2010). A integracdo da

inoculacdo com Trichoderma e a irrigacdo por gotejamento pode facilitar a
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distribuicdo uniforme do fungo no solo e melhorar sua eficacia no controle de
patogenos (SHARMA et al.,, 2013). Cada método possui suas vantagens e
aplicacbes especificas, sendo importante considerar as caracteristicas da cultura,
as condicdes do solo e 0s objetivos desejados para a definicdo da melhor forma de
aplicacao de Trichoderma spp. em um determinado contexto.

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial do
T. asperellum como agente de biocontrole da podriddo vermelha e como promotor
de crescimento me mudas de sisal, por diferentes métodos de inoculacao.

2. METODOLOGIA

2.1. Coleta e cultivo dos bulbilhos

Os bulbilhos de sisal foram coletados em Concei¢cédo do Coité, Bahia, no
escapo floral de uma unica planta de Agave sisalana. Apdés a coleta, foram
transportados para a casa de vegetacao, localizada na Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia, Campus Cruz das Almas. Os bulbilhos foram plantados
em sacos plasticos com capacidade de 2 litros,preenchidos com solo coletado na
area de cultivo do sisal, na regido sisaleira. Metade do solo utilizado foi natural,
sendo apenas destorroado e peneirado, e a outra parte, apés o beneficiamento, foi
esterilizada em autoclave a 121°C por 1,5 horas, por duas vezes em dias

consecutivos.

2.2. Isolados de Trichoderma e Aspergillus

Os isolados utilizados neste estudo foram Trichoderma asperellum (F12) e
Aspergillus welwitschiae. Os isolados fazem parte da colegdo de culturas do
Laboratério de Microbiologia Agricola da UFRB, sendo preservados pelo método
de Castellani. O isolado F12 foi selecionado para este estudo com base no potencial
de biocontrole da podriddo vermelha do sisal (BARBOSA, 2019). O isolado de A.
welwitschiae foi obtido de plantas de sisal com sintomas de podriddo vermelha
(Barbosa, 2019) na regiédo sisaleira.

2.3. Preparo da suspenséao de esporos
Para reativar os fungos, estes foram transferidos para placas de Petri com

meio batata-dextrose-agar (BDA) e cultivados em incubadora a 28+2°C, por uma
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semana. Apos o crescimento, foi realizado o preparo das suspensdes de esporos
para inoculacdo das plantas. Foram adicionados 20ml de &gua destilada
esterilizada com duas gotas de Tween 20 sobre a superficie da cultura de
Trichoderma nas placas de Petri e a colonia foi raspada com uma alca de Drigalski
esterilizada por flambagem. Em seguida, a suspenséo foi filtrada em funil de vidro
esterilizado e com camada dupla de gaze esterilizada. A suspensao de esporos foi

transferida para um tubo de centrifuga de 50 mL esterilizado e, apds

homogeneizada, uma aliquota foi pipetada e diluida para 101 em tubo de ensaio
com 9 ml de solucéo salina. Em seguida, a suspensao diluida foi transferida para
uma camara de Neubauer para a contagem de esporos realizada em microscopio

otico de luz com aumento de 400 x. A suspensado de esporos de Trichoderma foi

ajustada com agua destilada para 1,0 x 108 esporos mL* e a de A. welwitschiae foi

ajustada para 1,0x 107 esporos mL1,

2.4. Inoculacdo de mudas de sisal

ApOs o preparo das suspensdes de esporos, as plantas foram inoculadas
por trés métodos : Método 1- foram realizados 2 micro ferimentos (de
aproximadamente 0,4 a 0,5 cm de profundidade) no pseudocaule de cada planta,
com uma agulha de seringa descartavel de 1 mL e, em seguida foram adicionados
100 pl da suspensédo do inéculo de Trichoderma em cada ferimento (Figura 1);
método 2 - foram adicionados 10 ml da suspensédo de esporos de Trichoderma no
solo proximo as raizes da planta; método 3 - foram pulverizados 5 ml da suspenséao
de esporos de Trichoderma nas folhas das plantas. Apés 23 dias de inoculacéo do
Trichoderma, foram separadas sete plantas de cada tratamento, incluindo o
controle, para inoculagdo com o A. welwitschiae. Foram feitos 2 micro ferimentos
no pseudocaule de cada planta, utilizando-se uma agulha de seringa descartavel
de 1 mL e a planta foi inoculada em cada micro ferimento com 100 ul da suspenséao
do A. welwitschiae. Além das plantas do tratamento controle que receberam agua
esterilizada nos ferimentos, as outras sete plantas de cada tratamento com
Trichoderma, foram mantidas em casa de vegetacéo, sem inoculacéo do patégeno
para observacdo do potencial do isolado de T. asperellum em promover o

crescimento de mudas de sisal.
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Figura 1. Inoculacédo de Trichoderma nas plantas de sisal
e e o

Autora: Barbosa (2023)

2.5. Avaliacao da severidade da doenca

A severidade da doenca foi avaliada 25 dias apés a inoculacdo com o A.
welwitschiae. As plantas foram avaliadas quanto a presenca de sintomas externos
de murcha e podriddo. Em seguida, as plantas foram retiradas do saco de mudas,
cortadas longitudinalmente e avaliadas de acordo com a escala elaborada por
Barbosa, (2019) para quantificacdo da severidade da podriddo vermelha nos
tecidos internos do pseudocaule de sisal (Figura 2). A escala atribui cinco notas em
relacdo aos sintomas: 0 - Caule saudavel; 1 - Les@es iniciais no tecido do caule
proximo ao tecido basal da folha, com coloragdo marrom- clara a avermelhada <
5% da area do caule lesionado; 2 - Apodrecimento inicial no tecido basal da folha,
crescendo em direcéo ao tecido do caule, com lesbes de coloracdo marrom-clara a
avermelhada, com 7-20% de éarea lesionada; 3 - Apodrecimento do caule com
lesdes marrom-claras a avermelhadas no tecido basal da folha e no tecido interno
do caule, com 22-45% de area lesionada; 4 - Apodrecimento do caule, com lesdes
internas marrom-claras a avermelhadas, atingindo todo o tecido central do caule e
tecido meristematico foliar, com 50 - < 78%de area lesionada; 5 - Morte da planta,
com podriddo completa do caule de cor marrom clara (Barbosa, 2019).
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Figura 2. Escala diagramatica para quantificacdo da severidade da podridao
vermelha do sisal

Autor: Barbosa (2019)

2.6. Avaliacdo da promocdao de crescimento
A promocéo de crescimento foi avaliada 48 dias apés a inoculagéo do T.
asperellum, por meio da medicdo dos seguintes parametros: altura da planta,
namero de folhas, largura das folhas, peso da massa seca dasraizes, e da massa
seca da parte aérea. Os parametros foram medidos com uma régua, e para a
obtencdo da massa seca, as plantas foram secas em estufa com ventilagdo
forcada, e temperatura de 65°C por 3 dias e as massa seca mensurada em uma

balanca analitica.

2.7. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com solo natural
(SN) e solo autoclavado (SA), trés formas de inoculacdo com Trichoderma,
Tratamento 1 - Inoculagéo de Trichoderma em micro ferimentos no pseudocaule da
planta; Tratamento 2 — Inoculagdo de Trichoderma no solo e Tratamento 3 -
Inoculag&o de Trichoderma por meio de pulverizacdo nas folhas. Foram utilizadas
14 plantas por tratamento, e 13 plantas no controle, totalizando 110 plantas (Figuras
3ed).
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Figura 3. Plantas para avaliacdo do Figura 4. Plantas para avaliacdo da

controle biologico

promo

Autora: Barbosa (2023)

2.8. Andlise estatistica

Para avaliacdo da acao do Trichoderma no controle da podriddo vermelha
do sisal foi calculada aincidéncia e o indice da doenca. O célculo da incidéncia foi
feito com o nimero de plantas sintomaticas dividido pelo nimero total de plantas,
obtendo-se os dados em porcentagem (%). Os dados de severidade foram usados
para o célculo do indice da doenga, conforme a equagédo:  (nota da escala de
doenca * frequéncia) * 100 / (numero de avaliacdes * nota maxima da escala de
doenca) (MCKINNEY, 1923).

A andlise dos dados de promocéo de crescimento das mudas de sisal foi
pelo teste F(ANOVA), e o teste de Scott-Knott, utilizando o programa estatistico R
Studio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Controle da podriddo vermelha
As mudas de sisal plantadas em solo natural e tratadas com Trichoderma
asperellum, pelo método de inoculacdo em microferimentos no pseudocaule,
tiveram significativa reducdo na incidéncia e severidade da podriddo vermelha, no

periodo de vinte e quatro dias de avaliacdo (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Incidéncia da doenca nas mudas de sisal
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Legenda: CONT(-)SN — Controle inoculadas com T. asperellum e cultivadas em solo natural;
CONT(+)SN — Controle inoculadas com A. welwitschiae e cultivadas em solo natural; TLSN —
Inoculagdo de T. asperellum através de ferimento e plantas cultivadas em solo natural; T2SN
—Inoculagéo de T. asperellum no solo e plantas cultivadas em solo natural; T3SN — Inoculacéo
de T. asperellum por asperséo e plantas cultivadas em solo natural; CONT(-)SE — Controle
inoculadas com T. asperellum e cultivadas em solo estéril; CONT(+)SN — Controle inoculadas
com A. welwitschiae e cultivadas em solo estéril; TLSE — Inoculacdo de T. asperellum atraves
de ferimento e plantas cultivadas em solo estéril; T2SE — Inoculagdo de T. asperellum no solo
e plantas cultivadas em solo estéril; T3SE — Inoculagdo de T. asperellum por aspersao e
plantas cultivadas em solo estéril.

Figura 6. indice de severidade da doenga nas mudas de sisal
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Legenda: CONT(-)SN — Controle inoculadas com T. asperellum e cultivadas em solo natural;
CONT(+)SN — Controle inoculadas com A. welwitschiae e cultivadas em solo natural; TISN —
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Inoculacdo de T. asperellum através de ferimento e plantas cultivadas em solo natural; T2SN
—Inoculagéo de T. asperellum no solo e plantas cultivadas em solo natural; T3SN — Inoculacao
de T. asperellum por asperséo e plantas cultivadas em solo natural; CONT(-)SE — Controle
inoculadas com T. asperellum e cultivadas em solo estéril; CONT(+)SN — Controle inoculadas
com A. welwitschiae e cultivadas em solo estéril; TLSE — Inoculagéo de T. asperellum através
de ferimento e plantas cultivadas em solo estéril; T2SE — Inoculacao de T. asperellum no solo
e plantas cultivadas em solo estéril; T3SE — Inoculacdo de T. asperellum por aspersao e
plantas cultivadas em solo estéril.

Nas mudas dos tratamentos em solo natural e solo esterilizado, e
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) (Figura 5, Figura 7).

Figura 7. Mudas dos tratamentos controles com inoculacdo de A. welwitschiae,
com podridao no pseudocaule: (A) em solo esterilizado e (B) em solo natural
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Estes sintomas iniciaram aos quatro dias ap0s a inoculac¢do do patégeno,
e com 15 dias todas as mudas do tratamento controle, plantadas no solo
esterilizado, apresentavam o pesudocaule totalmente aprodrecido (planta morta).
Entretanto, nas mudas do tratamento controle plantadas no solo natural, apenas
trés apresentaram podriddo no pseudocaule e morte da planta apos 15 dias de
inoculacdo com o patégeno. As mudas restantes desse tratamento apresentavam
apodrecimento parcial do pseudocaule.

As mudas plantadas no solo esterilizado apresentaram maior severidade,

além dos sintomas progredirem mais rapido, levando a morte das plantas. Isso se
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torna perceptivel ao compararmos as mudas inoculadas apenas com o patégeno,
plantadas em solo natural em relacdo aquelas plantadas em solo esterilizado. No
solo natural, as mudas apresentaram severidade de aproximadamente 60%. Os
sintomas apresentados foram o apodrecimento do pseudocaule, com lesdes
internas marrom-claras a avermelhadas, atingindo todo o tecido central do caule e
tecido meristematico foliar, com 50 - < 78%de area lesionada, enquanto que no solo
esterelizado a severidade da podriddo foi de 100%, com as plantas mortas,
apresentado podriddao completa do caule. Tais resultados apontam para a
importancia da microbiota do solo na saude das plantas. A eliminacao da microbiota
do solo pela esterilizagdo tornou as plantas mais suscetiveis ao patégeno, mesmo
com o patdégeno sendo inoculado diretamente no pseudocaule das plantas, ou seja
sem ter o contato direto com o solo. De acordo com Berendsen et al. (2012), a
auséncia de microrganismos no solo pode afetar a resisténcia das plantas a
doencas. Tian et al.,, (2020) relatam que a microbiota associada as plantas
desempenha papel vital na regulacado de varios processos bioldgicos que estao
envolvidas no crescimento e desenvolvimento das plantas, bem como nas
respostas das plantas a condi¢cdes adversas, provocadas por fatores bibticos e
abidticos. Vila et al., (2021) abordam a importancia de microrganismos nativos do
solo, como micorrizas e rizébios, na tolerancia de doencas em plantas. De acordo
com os autores, 0s microrganismos atuam como bioprotetores contra os estresses
abidticos e bioticos, além da ativacdo dos mecanismos de defesa da planta com a
resisténcia induzida.

Entre os tratamentos com Trichoderma asperellum inoculado de diferentes
formas, a inoculacdo através de microferimentos no pseudocaule (T1l) foi o
tratamento eficiente no controle da doenca. O T1l em solo natural apresentou
aproximadamente 14% de incidéncia de plantas com sintomas de podridao
vermelha e as plantas restantes desse tratamento permaneceram assintomaticas e

vigorosas durante os vinte e quatro dias de avaliacao (Figura 5, Figura 8).
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Figura 8. Plantas assintomaticas do tratamento T1SN

Legenda: T1SN — Inoculagdo de T. asperellum através de ferimento e em plantas
cultivadas em solo natural

As plantas que receberam a inoculac¢do do Trichoderma no solo (T2) e do
Trichoderma por aspersédo nas folhas (T3) apresentaram 100% de incidéncia da
doenca, ou seja ndo houve controle pelo T. asperellum, o que indica que
possivelmente ndo houve colonizacdo da planta pelo Trichoderma (Figura 9). A
ineficiéncia do T. asperellum, quando inoculado por aspersdo na folha ou por
aplicacdo no solo, pode ter ocorrido devido a morfologia da planta e as
caracteristicas xerofilas da planta de sisal, ou seja, cuticula cerosa e espessa que

s&o0 barreiras naturais & penetracdo de microrganismos (SA, 2009).

Figura 9. Plantas dos tratamentos T1SN, T2SN, T3SN e TOSN apos 25 dias de
inoculagado com A. welwitschiae

) o) e

Autora: Barbosa (2023)
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Legenda: T1 — Inoculacéo de T. asperellum através de ferimento e plantas cultivadas em
solo natural; T2 — Inoculacéo de T. asperellum no solo e plantas cultivadas em solo natural;
T3 — Inoculagéo de T. asperellum por aspersao e plantas cultivadas em solo natural; TO —
tratamento controles= com inoculagdo de A. Welwitschiae e plantas cultivadas em solo
natural

Com o corte longitudinal das mudas, observou-se que apenas uma planta
do tratamento T1l em solo natural apresentava leséo inicial e, a doenca nao
progrediu no tecido caulinar, permanecendo proxima ao tecido basal da folha, local
da inoculacdo (Figura 10). Enrtetanto, as plantas do tratamento Tl em solo
esterilizado apresentaram aproximadamente 79% de severidade, e os demais
tratamentos entre 89-100% de severidade, com as mudas apresentando folhas

murchas, amareladas e o caule totalmente apodrecido e a planta morta (Figura 11).

Figura 10. Planta do T1SN com les&o inicial indicada com a seta

Autora: Barbosa (2023)

Legenda: T1SN — Inoculagdo de T. asperellum através de ferimento e em plantas
cultivadas em solo natural
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Figura 11. Plantas do T1SE, T2SE, T3SE e TOSE

f=]

Autora: Barbosa (2023)
Legenda: T1SE — Inoculagdo de T. asperellum através de ferimento e em plantas cultivadas

em solo estéril; T2SE — Inoculagdo de T. asperellum no solo e em plantas cultivadas em solo
estéril; T3SE — Inoculagdo de T. asperellum por aspersdo e em plantas cultivadas em solo
estéril; TOSE - Controle inoculada com A. welwitschiae e cultivadas em solo estéril

O estudo de Barbosa (2019) comprovou o efeito de biocontrole de varias
espécies de Trichoderma, mas usando apenas o método de inoculacdo de ambos,
0 agente de biocontrole e o patdégeno por micro ferimentos no pseudocaule e com
mudas plantadas em solo natural. Nesse estudo, as mudas permaneceram
assintomaticas durante todo o experimento, e os isolados T. longibrachiatum
(TCS15), T. harzianum (TCS76, TCS35, R74), T. asperellum (TCS81, TCS83 e
TCS85), T. virens (R62), T. viride (R75), e T. piluliferum destacaram-se por
promoverem a reducdo de 70-93% na incidéncia da podriddo vermelha e de até
97% na severidade da doenca. Os resultados promissores com esse método de
inoculacdo podem ser explicados pela aplicacdo direta do fungo no tecido vegetal,
permitindo uma rapida coloniza¢do dos tecidos que garante a protecdo contra o
patogeno, por diferentes mecanismos. Em relacdo ao patégeno, este sO causa
sintomas quando a inoculagéo é feita por meio de micro ferimentos no pseudocaule
(DUARTE et al. 2018). No campo, ainda ndo se tem uma boa compreenséao dos
mecanismos bioquimicos e fisiologicos que desencadeiam a doenca, mas tem-se
discutido que injuria mecanica ou fisiologica predispde a planta a doenca (DUARTE
et al., 2018). Barbosa (2019) descreve o espessamento da parede celular dos
tecidos do pseudocaule, observado em plantas inoculadas com Trichoderma como
um dos possiveis mecanismos de defesa da planta induzidos. Mecanismos de
micoparasitismo e competicdo também foram descritos por Barbosa (2019), em

testes in vitro.
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Entretanto, Medeiros et al., (2020) avaliaram o potencial do Trichoderma
spp. no biocontrole de Fusarium moniliforme na cultura do milho, atraves de trés
métodos de inoculagdo (tratamento de sementes, tratamento de solo e aplicacdo
foliar) e obtiveram resultados favoraveis. A aplicacdo do Trichoderma no solo
promoveu maior capacidade de inducéo de resisténcia e/ou biocontrole em milho,
com taxa de 90%, seguido da aplicacéo foliar com 85%. No patossistema milho —
Fusarium moniliforme, este fungo é transmitido via sementes, e a infeccédo pode se
iniciar pelas raizes e € favorecida por ferimentos causados por nematéides ou
pragas subterraneas (SHAN et al.,, 2017). Uma explicacdo para a diferenca nos
resultados de Medeiros et al., (2020) e no presente estudo, seria a morfologia da
folha e das raizes do sisal que apresentam barreiras naturais a penetracdo de
microrganismos (SA, 2009). As plantas de milho apresentam morfologia diferente
do sisal, e o processo de penetracdo de microrganismos ocorre mais facilmente
(CASELA et al., 2006).

3.2. Promocgéao de crescimento

A massa seca da parte aérea e das raizes das mudas plantadas em solo
natural e inoculadas pelo método de ferimentos no pseudocaule (T1SN) diferiram
significativamente dos demais tratamentos (Tabela 1). Houve um aumento na
massa seca da parte aérea de 41,89% e de 33,09% da massa seca da raiz, quando
comparado com o tratamento controle. Para massa seca da raiz, as mudas
plantadas em solo estéril e inoculadas por aplicacdo no solo (T2SE) apresentaram
maiores valores e diferiram significativamente dos demais tratamentos, exceto para
o tratamento T1SN. Para altura da planta, nenhum tratamento foi efetivo como
promotor de crescimento. Para niamero de folhas, os tratamentos nao diferiram

estatisticamente.
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Tabela 1. Variaveis analisadas em mudas de sisal para avaliagdo da promocéao

de crescimento.

Tratamentos Altura da planta MSPA MSR N° de folhas
TOSE 17,87a 2,37b 0,94c 8,33a
T1SE 15,80b 2,00b 0,91c 8,00a
T2SE 17,57a 2,35b 1,68a 8,00a
T3SE 17,08a 2,14b 0,81c 8,00a
TOSN 16,98a 2,22b 1,39 8,00a
T1SN 17,76a 3,15a 1,85a 8,86a
T2SN 16,24b 2,24b 0,88c 8,28a
T3SN 14,80b 1,60c 1,05c 7,71a

CV 10,27% 17,16% 14,02% 10,18%

Legenda: MSPA — Massa seca da parte aérea; MSR — Massa seca da raiz; SE — Solo
Esterilizado; SN — Solo Natural; TO — tratamento controle; T1- inoculagcdo de Trichoderma por
micro ferimentos no pseudocaule; T2 — inocula¢do no solo; T3 — inoculacdo por aspersao;
SE- solo estéril; SN 0 solo natural, nao esterilizado; CV — Coeficiente devariacéo

O T. asperellum tem sido relatado como promotor de crescimento em
algumas culturas. Chagas et al. (2017) observaram um aumento significativo na
massa seca da parte aérea e da raiz, ao inocular o T. asperellum em sementes de
milho, arroz, soja e feijdo caupi. Jesus et al. (2011) evidenciam o potencial de T.
asperellum como condicionador de substrato para a producdo de mudas de café,
por meio do efeito positivo no aumento da biomassa da raiz, da parte aérea e total.
Entretanto, com outras espécies de Trichoderma, Rolim et al. (2017) observaram
que Trichoderma harzianum néo teve eficiéncia como promotor de crescimento de
Peltophorum dubium ao microbiolizar as sementes com o fungo. Assim como
Romao (2010), que ao estudar a inoculacao de Trichoderma virens em plantas de
cana de acUcar, ndo obteve resultados satisfatérios. A aplicacdo de Trichoderma
pode apresentar diferentes respostas quando se trabalha em diferentes regides,
com diferentes materiais genéticos, diferentes métodos de aplicagédo e diferentes
espécies de plantas (PEREIRA, 2012). Portanto, torna-se pertinente avaliar as
espécies e isolados de Trichoderma e o melhor método de aplicacdo para a
obtencédo de melhores respostas para cada condicéo de trabalho.

Foi obtido um resultado positivo em relagéo ao incremento na massa seca
da parte aérea no T1SN. Por ser uma planta explorada principalmente para
extracdo da fibra das folhas (TEWARI et al., 2014), o aumento da massa seca da
parte aérea pode ser extremamente vantajoso para a cultura. Destaca-se também

gue esse tratamento T1SN foi o que promoveu o melhor controle da podridao
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vermelha nas mudas de sisal. Portanto, o T. asperellum (isolado F12) é um isolado

promissor, quando inoculado por meio de mciroferimentos, por ter acao tanto de

promog&o do crescimento da planta como no eficiente controle da principal doenca

que afeta os plantios de sisal. Este isolado de T. asperellum deve ser mais

estudado, com avaliacbes em plantas de sisal por periodos mais longos e

explorando diferentes métodos de aplicacdo do Trichoderma nas plantas de sisal.
4. CONCLUSOES

A inoculacdo de Trichoderma asperellum através de ferimento em mudas
produzidas em solo natural € o método mais eficiente para o controle da podridao
vermelha e a promogé&o de crescimento do sisal. Entretanto, mesmo esse método
se mostrando eficiente, apresenta alguns desafios praticos com a inoculacdo das
plantas em campo. Com isso, se faz necessario estudos mais aprofundados para
adequar os métodos de aplicacdo para a realidade de campo, com a producao de
sisal. A maior incidéncia e severidade da podriddo vermelha em mudas de sisal
cultivadas em solo esterilizado, com o surgimento precoce dos sintomas sugerem
a importancia do microbioma do solo e da planta na tolerancia das plantas a

podriddo vermelha. Estudos futuros deverdo abordar esse tema.
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