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CONTROLE BIOLOGICO DE Moniliophthora perniciosa EM CACAUEIRO POR
Trichoderma spp.. UMA ABORDAGEM COM FOCO NA COLONIZACAO DE
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RESUMO

Os residuos de cultura deixados nos plantios de cacau vem sendo um problema
fitossanitario para pequenos produtores nos assentamentos rurais no Baixo Sul da
Bahia. Esse material orgéanico é fonte de inoculo de Moniliophthora perniciosa, agente
causal da vassoura de bruxa nessa cultura. Apesar das diversas estratégias de
controle, como o uso de fungicidas e plantas com resisténcia genética, esta doenca
ainda vem causando perdas alarmantes na produtividade do cacau nessas areas.
Fungos do género Trichoderma estao entre os agentes de biocontrole com resultados
promissores para diversas culturas e, no caso da cultura do cacau, a espécie T.
stromaticum tem sido usada na Bahia. Entretanto, outras espécies de Trichoderma
precisam ser isoladas e avaliadas para o controle desta doenca no cacau, para ampliar
o leque de espécies e bioinoculantes, com potencial para colonizar 0os casqueiros
(cascas de frutos deixadas sobre o solo nos plantios de cacau), reduzir a fonte de
inoculo e controlar a vassoura de bruxa no cacaueiro. Este estudo foi desenvolvido
com o objetivo de isolar e identificar espécies de Trichoderma de areas de producédo
de cacau em assentamentos rurais na Bahia e avaliar o seu potencial em inibir o
crescimento micelial de M. perniciosa e colonizar casqueiros de cacau. Foram obtidos
20 isolados de Trichoderma, codificados de Tric 1 a Tric 20. Estes isolados foram
avaliados quanto a inibicdo do patégeno por compostos volateis em placas de Petri
bi-partidas e por compostos ndo volateis por meio do pareamento das culturas, em
meio BDA e incubacdo a 26+2°C. Para observacdo do micoparasitismo, laminulas
esterilizadas foram colocadas sobre as culturas pareadas, na regido de contato entre
0 patogeno e o Trichoderma. As laminulas foram retiradas das placas, apés 5 a 7 dias
de incubacéo a 26+2°C, e colocadas sobre uma lamina microscopica com uma gota
de azul de algoddo em lactofenol. O micoparasitismo foi observado em microscépio
Optico com aumento de 40 e 100X. Foi demonstrado o micoparasitismo de diversos
isolados de Trichoderma sobre M. perniciosa, com o enovelamento e destruicdo das
hifas do patdgeno. Foi comprovado o potencial de varios isolados de Trichoderma em
inibir o crescimento micelial do patégeno em até 90% por compostos nao volateis, em
até 83% por compostos volateis e em colonizar os casqueiros de cacau, com boa
esporulacdo. Nos testes in vitro, varios isolados de Trichoderma cresceram sobre a
colénia do patdgeno, com esporulacdo intensa e a formagdo de pustulas. Foi
demonstrado o potencial de Trichoderma, de areas de plantio de cacaueiro, para o
controle de M. perniciosa, por diferentes mecanismos de a¢gao e com capacidade de
colonizar e esporular nos casqueiros. Estudos futuros deverdo avaliar esses isolados
no controle da vassoura de bruxa em plantas de cacau.

Palavras-chave: Casqueiro, vassoura de bruxa, biocontrole, micoparasitismo.
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ABSTRACT

The crop residues left in cocoa fields have become a phytosanitary issue for small
farmers in rural settlements in the Baixo Sul region of Bahia. This organic material is a
source of inoculum of Moniliophthora perniciosa, the causal agent of witches' broom
disease in this crop. Despite various control strategies, such as the use of fungicides
and genetically resistant plants, this disease continues to cause alarming productivity
losses in these areas. Fungi of the genus Trichoderma are among the biocontrol
agents showing promising results for various crops, and in the case of cocoa
cultivation, the species T. stromaticum has been used in Bahia. However, other
Trichoderma species need to be isolated and evaluated for the control of this disease
in cocoa, to broaden the range of species and bioinoculants with the potential to
colonize the "casqueiros" (fruit shells left on the soil in cocoa fields), reduce the source
of inoculum, and control witches' broom disease in cacao plants. The aims of this study
were to isolate and identify Trichoderma species from cocoa fields in rural settlements
in Bahia and evaluate their potential to inhibit mycelial growth of M. perniciosa and to
colonize cocoa fruit shells. A total of 20 Trichoderma isolates were obtained, coded
from Tric 1 to Tric 20. These isolates were evaluated for pathogen’s mycelium growth
inhibition through volatile compounds in split Petri dishes, and through non-volatile
compounds in paired cultures, on PDA medium with incubation at 26+2°C. To observe
mycoparasitism, sterilized cover slips were placed over the paired cultures at the
contact region between the pathogen and Trichoderma. The cover slips were removed
from the plates after 5 to 7 days of incubation at 26£2°C and placed on a microscope
slide with a drop of lactophenol cotton blue. Mycoparasitism was then observed under
a light microscope at 40x and 100x magnification. Mycoparasitism by various
Trichoderma isolates on M. perniciosa was demonstrated, with coiling and destruction
of the pathogen’s hyphae. Several Trichoderma isolates were shown to inhibit the
pathogen's mycelial growth by up to 90% through non-volatile compounds, by up to
83% through volatile compounds, and to colonize cocoa fruit shells with good
sporulation. In vitro tests showed that several Trichoderma isolates grew over the
pathogen colony with intense sporulation and pustule formation. The potential of
Trichoderma from cocoa planting areas to control M. perniciosa through various
mechanisms of action and its ability to colonize and sporulate on cocoa fruit shells was
demonstrated. Future studies should evaluate these isolates for witches' broom
disease control in cocoa plants.

Keywords: Fruit shell, witches' broom, biocontrol, mycoparasitism.
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1.0 INTRODUCAO

O cultivo do cacau (Theobroma cacao L.) tem uma importancia econémica e
social significativa, especialmente nas regides tropicais. No entanto, a produtividade
das plantac6es no Brasil ainda € ameacada pela vassoura-de-bruxa, uma doenca
causada pelo fungo Moniliophythora perniciosa. A disseminacdo e agressividade
desse patdgeno no ambiente agricola resultam em grandes perdas econdmicas e
desafios continuos para os pequenos produtores rurais nas regides do Sul e Baixo Sul
da Bahia.

Diante desse cenario, o controle biolégico surge como uma alternativa
sustentavel e eficaz ao uso intensivo de produtos quimicos. O género Trichoderma
spp. destaca-se como um dos agentes de controle biolégico mais promissores devido
a sua capacidade de antagonizar diversos fitopatdbgenos (ROSMANA et al., 2016;
CROZIER et al., 2015; SOUZA et al., 2021).

A interacdo entre espécies de Trichoderma e M. perniciosa pode envolver
diversos mecanismos, incluindo competicdo direta por recursos, producdo de
compostos antifingicos e micoparasitismo. Esses processos podem interferir na
dindmica de colonizacdo de patdégenos, com efeitos positivos na salde das plantas
hospedeiras, influenciando assim a produtividade e a qualidade dos frutos de cacau.
(LEIVA et al., 2020; LEIVA et al., 2022). Através de mecanismos como competicao
por nutrientes, producdo de metabdlitos antifingicos e indugcdo de resisténcia
sistémica nas plantas hospedeiras, Trichoderma spp. pode reduzir a incidéncia e a
severidade da doenca (vassoura de bruxa), contribuindo para a saude e a
produtividade dos plantios de cacau (BAILEY et al., 2008).

Alguns estudos tém demonstrado que fungos do género Trichoderma atuam
tanto no controle de fitopatbgenos, como na decomposicdo da matéria organica
(SACHDEV & SINGH, 2020; BAILEY et al., 2008; WOO et al., 2022). Portanto, estes
fungos além de se destacarem como agentes de biocontrole de patégenos como M.
perniciosa (BAILEY et al., 2008), podem também beneficiar a cultura do cacaueiro
pelo seu potencial de colonizag&o das cascas dos frutos de cacau.

Quando associado a matéria organica, Trichoderma spp. pode competir por
nutrientes e espaco e inibir a colonizacdo e crescimento de patdégenos. Este
comportamento foi observado entre Trichoderma afroharzianum e Botrytis cinerea,

através dos efeitos antagbnicos e de degradacao de oxalato (QING WU et al., 2022).



Além disso, Trichoderma spp. pode produzir enzimas que degradam compostos
indesejados, como toxinas produzidas por patégenos (XIANFENGREN et al., 2022),
podendo inibir toxinas presentes na casca de frutos de cacau, contribuindo para a
qualidade e a seguranca do produto. Estes fungos antagonistas podem colonizar
residuos organicos, transformando-os em substratos agricolas Uteis, 0 que agrega
valor ao manejo de residuos culturais.

Portanto, o presente estudo tem como objetivo explorar o potencial de
Trichoderma spp. no controle da vassoura-de-bruxa e na valorizacdo dos residuos
culturais do cacau, especificamente os casqueiros. Para isso, se presume a seguinte
hipotese: espécies de Trichoderma spp. eficientes no controle de M. perniciosa e na
colonizacdo de frutos de cacau sao potenciais para formulacdo de bioinsumos
agricolas.

Este estudo é de grande relevancia para a melhoria das praticas de manejo no
cultivo de cacau e a sustentabilidade da cultura. Ao utilizar Trichoderma spp. como
agente de controle bioldgico e como meio de valorizacdo de residuos organicos,
pretende-se promover um manejo de doencas mais sustentavel e eficiente. A
aplicacdo de métodos biolégicos ndo apenas contribui para a saude das plantacées
de cacau, mas também abre possibilidades para o uso de residuos culturais como
recursos valiosos na agricultura, promovendo a sustentabilidade e a produtividade

agricola.



2.0 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do Cacau: Assentamentos rurais da Regido Cacaueira

O cacau € uma das commodities agricolas de suma importancia no mundo,
desempenhando um papel fundamental na inddstria alimenticia e na economia de
diversos paises tropicais. A producdo de cacau estd concentrada em regides
equatoriais, onde as condi¢cfes climaticas favoraveis, como temperatura, umidade e
solo adequado, proporcionam um ambiente propicio para o cultivo dessa cultura
(LAHIVE et al, 2018).

Nos ultimos anos, o mercado global de cacau tem sido dominado por alguns
paises produtores que se destacam tanto em termos de quantidade produzida, quanto
de qualidade do produto. Entre esses paises, destacam-se Costa do Marfim, com
39,0% da producdo, Gana (14,5%) Indonésia (14,0%), Nigéria (6,3%), Equador
(5,1%), Camardes (5,0%) e o Brasil (4,6%), sendo o0 sétimo maior produtor mundial, e
juntos esses paises respondem por uma parcela 88,4% da producdo mundial
(FAOSTAT, 2020). A producéo de cacau contribui significativamente para a economia
desses paises, com um papel importante na geracdo de empregos e no Brasil,
contribui para o desenvolvimento socioecondmico das comunidades rurais e
assentamentos de reforma agraria.

Assentamentos rurais de reforma agraria organizados no Movimento dos
Trabalhadores Rurais Sem Terra — MST, presentes no territorio de identidade Baixo
Sul e Sul da Bahia, correspondem a uma parcela de pequenos produtores rurais que
lutaram por longos anos por direito a terra, assim como o direito a existéncia desses
povos apds um longo processo de escravizacdo e colonialismo no Brasil. Nesta
regido, as ocupagoes se deram em fazendas com plantio de cacau abandonadas que
ao longo do periodo foram (re)apropriadas pela Unido, a partir do processo de compra
legitimado pela politica de reforma agraria brasileira. Durante o processo de ocupac¢éao
até o momento que recebem o titulo de Assentamento de reforma agraria pelo INCRA
— Instituto Nacional de Colonizacdo e Reforma Agraria, 0 MST organiza reunides e
mutirdes a fim de estabelecer principios norteadores para a producéo agricola, sendo
um deles o ndo uso de agrotoxicos nas plantagbes. Para tanto, como afirma Luiz

Zarref (2018), pode-se seguramente afirmar que hoje o MST esta em uma outra



marcha histérica, e sem volta, rumo a transicdo agroecolégica em todos seus
territorios. Ainda segundo Zarref (2018), esse ndo é um processo simples, rapido e
sem contradi¢cbes. Mas sem duvidas € a tarefa que a histéria nos colocou nesse
momento: reconstruir o projeto para a sociedade brasileira, em que as familias
camponesas e trabalhadoras retomam a soberania sobre seus territérios, sua
alimentacdo e sua capacidade produtiva, e estabelecem uma nova relacdo com a
natureza, baseada no trabalho e na compreenséo das dindmicas ecologicas.

Os Assentamentos de Reforma Agraria organizados no MST, presentes na
regido, sdo muitos. Entretanto, o presente estudo foi realizado no Assentamento
Ernesto Che Guevara, localizado no municipio de Wenceslau Guimardes, Bahia
(Figura 1). Segundo o setor de comunicagdo do assentamento (2020), este
assentamento foi desmembrado da antiga Fazenda Rodagem e fica localizado
préximo a BR101. No assentamento, as atividades agricolas principais sao os cultivos
de cacau, banana, cupuacu, guarani, mandioca e hortalicas. Os cultivos sdo
organizados em rocas consolidadas pelos assentados individualmente, e em rocas
coletivas com cacau plantado ha 25 anos atras. Todas as areas com cacau possuem
0 sistema “cabruca”, que é o cacau plantando sob arvores nativas da Mata Atlantica

ou florestas secundarias.

Figura 1. Localizacdo do municipio de Wenceslau Guimardes/Bahia, foco deste
estudo.

f’

Fonte: Raphael Lorenzeto de Abreu, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=1134074



O cacau € o cultivo de maior relevancia na geracdo de renda das familias do
assentamento, devido as condi¢fes climéticas e ambientais favoraveis a esse cultivo
e por ter sido o principal cultivo da antiga fazenda (Figura 2). A produ¢cédo em consorcio
€ bastante explorada no assentamento, dando destaque para cacau/banana e
banana/mandioca. Essa pratica tem incrementado o uso e manejo do solo no aumento

da diversificacdo da producao e consequentemente maior geracéo de renda.

Figura 2. (A) Roca coletiva de cacau de um assentamento rural de Wenceslau
Guimaraes/Bahia, (B) fruto infectado por Moniliphythora perniciosa e (C) casqueiros
(cascas de frutos de cacau) deixados no campo.

Fonte: (A) fotografia retirada do Facebook do Setor de Producao do Assentamento; (B, C) fotografias
registradas pela autora.

O cacau desempenha um papel crucial na subsisténcia e no sustento de
milhdes de pequenos produtores rurais em diversas regifes tropicais ao redor do
globo (SOUSA FILHO et al., 2021). Esses agricultores familiares muitas vezes
dependem da producéo de cacau como principal fonte de renda, proporcionando-lhes
meios de subsisténcia e oportunidades econémicas em areas rurais onde outras
formas de emprego sdo escassas. Para os autores Gomes e Pires, (2015) para além
de gerar empregos diretos para os produtores e suas familias, a produgéo de cacau
também contribui para a dinamizacdo da economia local, promovendo o comércio e
estimulando o desenvolvimento de servicos e infraestrutura nas areas rurais.

Além disso, a producgéo de cacau por esses produtores rurais assentados esta
frequentemente associada a praticas de manejo agricola sustentavel, como
agrofloresta, manejo integrado de pragas e doencas e conservacao dos recursos

naturais. Essas praticas ndo apenas preservam a biodiversidade e o0s servicos



ecossistémicos, mas também promovem a resiliéncia dos sistemas agricolas, frente a
desafios ambientais e econémicos (SANTOS & HOYOS, 2023).

No entanto, apesar da importancia do cacau para os produtores rurais
assentados, estes enfrentam uma série de desafios, incluindo baixa produtividade,
rocas de cacau muito antigas, acesso limitado a mercados e cadeias de suprimentos
desiguais, problemas fitossanitarios. A volatilidade dos precos do cacau no mercado
global e a incidéncia de doengas, como a vassoura de bruxa, representam ameacas
significativas a sustentabilidade da producdo de cacau em pequena escala (FAO,
2014).

2.2 Vassoura de Bruxa: uma doenca devastadora no cultivo de cacau

A vassoura de bruxa, uma das doencas do cacaueiro mais devastadora e
amplamente estudada (SENAA et al., 2014; MARELLI et al., 2009; MONDEGO et al.,
2008; VIEIRA & VALLE, 2012; MENEZES et al., 2014; PIRES et al., 2009; JAIMES et
al., 2022; ALI et al., 2021), é causada pelo fungo M. perniciosa (Stahel) Aime &
Phillips-Mora, anteriormente conhecido como Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer.
Essa doenca € caracterizada pelo aparecimento de lesdes nos brotos e frutos do
cacau, levando a formacao de estruturas semelhantes a vassouras (MARELLI et al.,
2009). Os sintomas causados por esta doenga sao caracterizados pelo crescimento
anormal de almofadas florais, com gemas vegetativas que se transformam em
pequenas vassouras, causando a reducdo na producdo de frutos, os quais
apresentam uma consisténcia dura, com engrossamento do pedunculo (MARELLI et
al, 2009). A infeccdo causada nos tecidos da planta, sobretudo os tecidos
meristematicos, causam a hipertrofia e hiperplasia, causando a morte do tecido
vegetal em poucos dias (PIRES et al., 2009).

Os impactos da vassoura de bruxa vao além das perdas quantitativas na
producéo de cacau (FILHO et al., 2021). As comunidades e assentamentos de reforma
agraria que dependem do cacau como fonte de renda e subsisténcia sofrem
consequéncias socioeconémicas adversas, devido a diminuicdo da produtividade e ao
aumento dos custos de controle fitossanitario. Se tratando de assentamentos de
reforma agraria, onde ndo é permitido o uso de insumos quimicos, o desafio ainda se

torna maior, frente a escassez de produtos agroecoldgicos disponiveis no mercado.



A vassoura-de-bruxa, identificada no estado da Bahia em 1989, tornou-se um
marco histérico significativo para a cacauicultura regional. Nesse ano, um agrénomo
da CEPLAC detectou o fungo M. perniciosa em uma fazenda no municipio de Uruguca,
confirmando a chegada da praga a principal area produtora de cacau do Brasil. Esse
evento desencadeou uma série de esforcos emergenciais para conter a disseminacao
da doenca, com foco em estratégias de manejo e controle da vassoura-de-bruxa,
visando mitigar seus impactos devastadores na producéo cacaueira.

A vassoura-de-bruxa afetou cerca de 50-90% da produtividade cacaueira,
levando o Brasil a sair da posicdo de terceiro maior produtor de cacau para a de
importador (PIRES et al.,, 2009). Segundo os dados do IBGE, no ano de 1982 a
producdo estimada da regido que hoje compreende o sul da Bahia foi de 457.873
toneladas de améndoas de cacau, em uma area total de 670.417 ha. No ano de 1992,
essa producéo caiu para 237.086 toneladas, em uma &rea de 534.647 h4 e em 2002,
a producao estimada foi de 110.205 toneladas, em 576.875 ha de area cultivada. Os
dados mais recentes apontam para 440 ha de area plantada com a cultura do cacau
em 2023, com um rendimento total no valor de R$2.356.369 mil reais (IBGE, 2024).

A relevancia da vassoura-de-bruxa no cacaueiro persiste até os dias de hoje
devido a sua capacidade de causar danos significativos em regifes produtoras de
cacau ao redor do mundo. Dentre estes, podemos citar os impactos econémicos
causados para milhares de familias que tinham a venda das améndoas como renda
principal, devido & queda drastica na producéo de cacau, diminuicdo da érea cultivada,
a degradacéo da qualidade dos frutos, forcando ao éxodo rural e ao enfrentamento
dos desafios para a recuperacao da cacauicultura.

Sendo assim, a compreensao dos mecanismos de infeccéo e disseminacao do
M. perniciosa, bem como o desenvolvimento de estratégias eficazes de controle,
tornaram-se areas de pesquisa prioritarias para garantir a sustentabilidade e a

resiliéncia desses pequenos agricultores rurais.

2.3 O Ciclo de Vida de Moniliophythora perniciosa

A compreensdo do ciclo de vida de um patégeno é fundamental para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de controle de doencas em plantas.
Compreender o ciclo de vida desse fungo é crucial para elucidar os mecanismos de

infeccdo, disseminacéo e persisténcia do fungo nos cultivos de cacau. M. perniciosa



€ um fungo hemibiotréfico, o que significa que tem a capacidade de viver tanto como
um parasita biotrofico, obtendo nutrientes das células vivas do hospedeiro, quanto
como um saprdfito, alimentando-se de matéria organica morta (THOMAZELLA et al.,
2012). Esse padrao de vida complexo contribui para a sua adaptacéo e sobrevivéncia
em diferentes ambientes, assim como uma distinta morfologia de micélio e
comportamento (MEINHARDT et al., 2006).



Figura 3. Ciclo de vida do Fungo Moniliophythora perniciosa.
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Fonte: Teixeira et al., 2015.

O ciclo de vida de M. perniciosa comeca com a producdo de basidiocarpos,
sempre em vassouras mortas, 8-12 semanas ap0s 0 inicio da estacdo chuvosa
(KIMATI et al.,, 1997). A liberacdo e disseminagdo dos basidiésporos ocorre
frequentemente durante a noite, quando a umidade relativa do ar é elevada, entre 80
e 90% e a temperatura média varia de 24 a 26°C. Os basidiésporos sao disseminados

principalmente pelo vento, tendo a agua das chuvas importancia secundaria. As
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dispersdes desses basididosporos podem chegar a distancias superiores a 300m da
fonte de in6culo (KIMATI et al., 2005).

Os esporos germinam e penetram tecidos meristematicos da folha e tecidos do
caule, seja através da penetracdo direta ou a partir dos estdbmatos e ferimentos na
planta. Uma vez ocorrido o processo de penetracdo dos basididsporos, o fungo cresce
intracelularmente por intermédio de hifas de 5-20 um, frequentemente intumescidas,
irregulares, monocariéticas e desprovidas de grampo de conexao. O fungo possui
duas fases distintas em seu ciclo de vida. A fase parasitica caracterizada acima e a
fase saprofitica que é caracterizada por um micélio formado por hifas mais finas (1,4
- 3,0 um), intracelulares, dicariéticas, com grampos de conexdo e de facil cultivo in
vitro, sendo encontrada no tecido necrético ou morto do hospedeiro. Durante a fase
saprofitica, o fungo produz corpos frutiferos, os basidiomas, de coloracdo rosada
(KIMATI et al., 2005; MARELLI et al, 2009; MEINHARDT et al., 2006).

A complexidade do ciclo de vida de M. perniciosa e sua capacidade de se
adaptar a diferentes condi¢cdes ambientais representam desafios significativos para o
manejo eficaz da vassoura de bruxa. Portanto, uma compreensao abrangente desse
ciclo, juntamente com pesquisas direcionadas para identificar pontos vulneraveis e
desenvolver estratégias de controle direcionadas, é essencial para mitigar os danos
causados por essa doenca e garantir a sustentabilidade da producédo de cacau em

assentamentos de reforma agréaria.

2.4 O descarte incorreto de restos de cultura no campo: uma fonte de
disseminacdo da doenca

Um dos fatores criticos que contribuem para a disseminagédo da vassoura-de-
bruxa € o manejo inadequado dos restos culturais. O descarte incorreto de material
vegetativo infectado, como galhos, folhas e frutos, pode servir como fonte continua de
inoculo, facilitando a disseminacéo do patdgeno para plantas saudaveis.

Esse problema estd presente na regido em estudo, contribuindo
significativamente para a manutengédo e disseminagdo do M. perniciosa. Os frutos
deixados no solo ap6s a colheita, formando o que popularmente chamamos de
casqueiros (Figura 4), ou descartados inadequadamente em areas proximas a

plantacdo, sdo responsaveis pela disseminacéo da doenca na regiao.
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Figura 4. Colheita do cacau realizada de forma coletiva pelos produtores rurais (A) e
casqueiros, restos de frutos e cascas descartados em campo (B).

Fonte: (A) Brasil de Fato, 2018. (B) Agrolink, 2024

A CEPLAC vem demonstrando que a prética inadequada de descarte dos
restos culturais € um dos principais fatores que perpetuam a presenc¢a do patégeno
nas plantacdes. Entretanto, a auséncia de praticas agricolas apropriadas para o
manejo desses residuos nao apenas agrava a disseminacéo da doencga, mas também
pode comprometer a sustentabilidade a longo prazo das plantagbes de cacau,
comprometendo também o pequeno agricultor.

Portanto, a adocdo de praticas de descarte corretas, embasadas em
conhecimento cientifico e em um processo gradual de conscientizacado de pequenos
agricultores rurais se torna essencial para garantir a sustentabilidade e a produtividade

das plantacdes de cacau.

2.5 Métodos de controle

Os métodos de controle das doencas causadas por Moniliophythora spp
incluem: 1) Quimico: uso de fungicidas registrados pertencem aos grupos quimicos
benzotiadiazol, inorganicos e triazol. No total sdo vinte e dois produtos quimicos
registrados no mercado, sob diferentes formas de aplicacdo e uso. As aplicacdes
variam entre produtos, sendo alguns para aplicacdo em mudas e outros para plantas
em fase de desenvolvimento e frutificacdo; 2) Genético: uso de clones resistentes a
vassoura-de-bruxa, que tem sido um avanco muito importante e a CEPLAC foi uma
importante aliada nesta tarefa. Podemos citar os clones auto-compativeis: PH 16, PH
15, IPIRANGA, SJ 02, CCN 51, CCN 10, CA 14, PS 1319, CEPEC 2002, CEPEC
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2005, RVID 08 e CP 49, e os clones inter-compativeis: TSH 1188, TSH 565, TSA 792,
CCN 16, CEPEC 2008, ESFIP 02, ESFIP 03 e ESPIF 04; 3) Tratos culturais, como a
poda fitossanitaria que deve ocorrer em funcdo das condi¢cbes climaticas, sendo
recomendado pelo menos quatro remocdes por ano a partir da remocao sistematica
(frequente) de qualquer parte afetada da planta, incluindo vassouras, frutos e
almofadas florais que devera ser queimada, enterrada ou bem coberta, para rapida
decomposicdo (INCAPER, 2007); 4) Biolégico, podemos citar o uso de insumos
biologicos, que sédo produtos ou processos agroindustriais desenvolvidos a partir de
enzimas, extratos (de plantas ou de microrganismos), microrganismos, metabalitos
secundarios e feroménios, destinados ao controle biolégico (EMBRAPA, 2021). Os
estudos desenvolvidos na CEPLAC tiveram como foco o uso do fungo antagénico
Trichoderma stromaticum no controle da vassoura-de-bruxa, o qual apresentou
resultados satisfatérios quando aplicado em casqueiros.

Estratégias de controle quimico, como o uso de fungicidas, tém sido
empregadas, mas frequentemente apresentam limitacoes, como a resisténcia dos
patdgenos e impactos ambientais negativos (SOUSA FILHO et al., 2021). Essas
limitacdes estdo atreladas, por exemplo, ao fato que os fungicidas a base de cobre e
azois possuem acdo na membrana celular ou na respiracdo do M. perniciosa.
Entretanto, recentes estudos apontam para o fato que o fungo possui a capacidade
de utilizar uma enzima oxidase mitocondrial alternativa com funcdo essencial,
sobretudo na sobrevivéncia contra fungicidas (FERRAZ et al., 2019; THOMAZELLA
et al., 2012; MEINHARDT et al., 2008).

Nesse sentido, 0 uso de praticas culturais atrelado ao uso do controle biolégico
pode ser uma alternativa sustentavel de baixo custo para 0os pequenos agricultores/as
rurais. A busca por métodos eficazes, mas que também sejam sustentaveis de
controle de doencas de plantas é uma preocupacao crescente. O controle bioldgico
tem se destacado como uma alternativa promissora para combater diversas doencas,
e dentro deste contexto, o género Trichoderma spp. emerge como um potencial

agente de controle.

2.6 O Potencial do Controle Biologico com Trichoderma spp.
Fungos do género Trichoderma (Teleomorfo: Hypocrea) estao entre os agentes

de controle bioldgico de fitopatbgenos mais estudados, em especial para patbgenos
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veiculados pelo solo (MOUSUMI DAS et al., 2019; PORTEOUS-ALVAREZ et al.,
2023). Trichoderma spp. € geralmente habitante do solo e saprofito, e podem ser
simbiontes avirulento de plantas (HARMAN et al., 2004; STRACQUADANIO et al.,
2020). Estes fungos sdo conhecidos por sua capacidade de suprimir patdégenos de
plantas através de diversos mecanismos, incluindo competicdo por nutrientes e
espaco, producdo de antibidticos e enzimas de degradacao celular (LEIVA et al., 2022;
LEIVA et al., 2020; SIMOES et al., 2012). Essas caracteristicas fazem com que
espécies de Trichoderma sejam amplamente estudadas e aplicadas em programas
de controle biolégico em vérias culturas, podendo citar o uso de T. asperellum no pré-
tratamento de plantas de coco em Camardes, com efeito significativo na reducao da
infecg@o por Pythium myriotylum em 50% (MBARGA et al., 2012); no enriquecimento
de T. atroviride em composto organico contribuindo no controle biolégico de doencas
de gramado causadas pelas espécies: Sclerotium rolfsii, Clarireedia spp.
e Rhizoctonia solani (COELHO et al., 2021); bem como o uso de T. reesei CN4-VR11
na producdao de biofertilizante com efeito na decomposicéo dos fertilizantes organicos,
apos apenas 30 dias de incubacao (THUY et al., 2022). Estudos tém demonstrado
gue varias espécies de Trichoderma tém a capacidade de inibir o crescimento in vitro
de M. roreri (LEIVA et al., 2022; BAILEY et al., 2008), fungo causador da Moniliase no
cacaueiro. Essa supresséo pode ocorrer através de diferentes mecanismos, incluindo
a producédo de enzimas que degradam a parede celular do patdégeno, a competicao
por nutrientes e a ativacdo do sistema de defesa das plantas hospedeiras
(SARAVANAKUMAR et al., 2015).

Além disso, o Trichoderma tem sido explorado como um promissor biofungicida
no manejo integrado de doencgas em sistemas agricolas (MORENO-VELANDIA et al.,
2024). Segundo Melo e Azevedo (2000), a premissa basica do controle biol6gico é
manter a densidade populacional das espécies de pragas associadas a agricultura,
em niveis econdmicos e ecologicamente aceitaveis. As interacbes mais estudadas
entre fungos fitopatogénicos e seus antagonistas sdo com fungos do género
Trichoderma, com o0s mecanismos de antibiose, representada pela hostilidade
quimica, competicdo, que reflete a disputa por nutriente, espaco, agua e luz (LEIVA
et al., 2022), e micoparasitismo do Trichoderma sobre o patdégeno, por meio da acao
de enzimas resultando na destruicdo de estruturas do patégeno (MBARGA et al, 2012;
SANOGO et al, 2002). No estudo elaborado por Rush et al., (2021) com a descricédo
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minuciosa das acfes do Trichoderma como agente de controle bioldgico € relatado
que 27 espécies de Trichoderma produzem mdultiplos compostos que foram
identificados e caracterizados como: metabdlitos com propriedades antibacterianas,
antifingicas, antimicroalgas, antivirais, nematicidas e citotoxicas podem ser usados
como biopesticidas. Os metabdlitos que promovem o crescimento ou desenvolvimento
das plantas podem ser usados como biofertilizantes ou bioestimulantes.

Nos ultimos anos, tem havido um crescente interesse no desenvolvimento e na
aplicacdo de produtos biologicos na agricultura, visando promover praticas
sustentaveis de manejo de culturas e reduzir a dependéncia de agroquimicos
prejudiciais ao meio ambiente e a salude humana (PIERSON et al., 2022;
CONSTANTINE et al., 2023). Nesse contexto, os fungos do género Trichoderma tém
se destacado como agentes promissores. A aplicacdo de produtos a base de
Trichoderma spp. tem demonstrado resultados promissores na protecéo de culturas
contra uma ampla gama de doencas causadas por fungos, bactérias e nematoides,
bem como na promocao do crescimento e desenvolvimento das plantas hospedeiras.
Esses produtos incluem formulacdes comerciais contendo esporos viaveis, células
vegetativas, metabdlitos ou combinac¢des desses elementos, que podem ser aplicados
diretamente no solo, nas sementes ou nas plantas (MATAS-BACAS et al., 2022). Além
de seu potencial como agentes de controle bioldgico, os produtos a base de
Trichoderma spp. tém sido cada vez mais reconhecidos por sua contribuicdo para a
sustentabilidade dos sistemas agricolas. A utilizacdo desses produtos pode reduzir a
dependéncia de pesticidas sintéticos, minimizando assim os riscos de contaminacao
ambiental e a selecao de patdégenos resistentes.

O uso de bioinsumos formulados com Trichoderma spp. apresenta um grande
potencial como parte integrante de estratégias de manejo da vassoura-de-bruxa em
mudas de cacau, como é o caso do produto Tricovab® formulado por pesquisadores/as
da Comissdo Executiva do Pano da Lavoura Cacaueira — CEPLAC. O Tricovab®
atualmente € comercializado pela BIOFUNGI - Industria e Comércio de Defensivos
Biologicos e Inoculantes Ltda, localizada em Eunapolis, no sul da Bahia. Este
bioinsumo € o Unico voltado para controle biolégico da vassoura-de-bruxa na Babhia,
com eficiéncia proxima a 87% no controle desta doenca (MAPA, 2023). Os produtos
registrados até hoje para o controle da vassoura-de-bruxa do cacaueiro se limitam a

um total de 23 produtos quimicos e apenas um bioproduto, que € o caso do Tricovab®,
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tendo em sua formulacdo esporos de T. stromaticum. Neste sentido, é importante a
realizacéo de novas pesquisas com outros isolados de Trichoderma e que preconizem
a formulacdo de produtos que estejam em conformidade com a Lei 10.831/2003 que
dispde sobre a agricultura organica para ofertar aos assentamentos de Reforma
Agraria e comunidades rurais na Bahia. Da mesma forma, faz-se necessario contribuir
com formula¢gBes de bioprodutos, determinar as doses ou numero de aplicagbes
adequadas, avaliar os efeitos a longo prazo e desenvolver protocolos de aplicacao
eficazes.

Produzir bioprodutos se tornou cada vez mais necessario, levando em conta
custo-beneficio e viabilidade técnica para a implementagéo préatica dessa tecnologia
pelos produtores rurais de assentamento de reforma agraria que trabalham com a
cultura do cacau. Da mesma forma que questdes relacionadas a formulacao,
estabilidade, viabilidade e aplicacdo dos produtos, bem como sua integragdo com
outras praticas de manejo. O que também nos exige uma abordagem multidisciplinar
e colaborativa envolvendo pesquisa, politicas publicas e produtores/assentados. Além
disso, é fundamental continuar investindo em pesquisa para o isolamento de novas
cepas de Trichoderma e aprimorar nossa compreensao dos mecanismos de acao
desses isolados e otimizar sua eficacia como agente de controle biologico. A
integracdo de diferentes estratégias de manejo, incluindo o uso de variedades
resistentes e o0 monitoramento eficaz, contribuem para praticas agronémicas
sustentaveis que também sdo essenciais para um controle efetivo da vassoura de
bruxa.

Portanto, o controle biolégico utilizando Trichoderma representa uma
abordagem promissora e sustentavel para o0 manejo da vassoura-de-bruxa no cultivo
de cacau. Com esforgos continuos de pesquisa, fomento de politicas publicas voltadas
para o meio rural e adocdo de pratica, podemos avancar na direcdo de sistemas
agricolas mais resilientes, saudaveis e ambientalmente sustentaveis. Dessa forma,
este estudo foi desenvolvido com os objetivos de: 1) isolar e testar isolados de
Trichoderma spp. para o controle biolégico do patdgeno; 2) avaliar o potencial de
colonizagdo do Trichoderma spp. em casqueiros para controle do patégeno, como
uma abordagem sustentdvel para reduzir os impactos causados pelo descarte
incorreto de restos de podas e frutos (popularmente conhecido como casqueiro) no

campo.
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéao de isolados nativos de Trichoderma spp.

Amostras de solo foram coletadas proximo as raizes de plantas de cacau, na
profundidade de 0 a 15 cm e foram coletadas amostras de casqueiro, em duas areas
de producédo de cacau no assentamento de Reforma Agraria Ernesto Che Guevara,
localizado no municipio de Wenceslau Guimarées, Sul da Bahia, sob as coordenadas
geografica 13°40'44.7”S 30°28’'38.2”W. Para o isolamento de Trichoderma, 10 g de
cada amostra de solo ou de casqueiro foram adicionadas a 90 ml de solucéo salina
(0,85% NaCl) com duas gotas de Tween 20, em frascos de Erlenmeyer e a suspensao
de solo foi agitada em agitador orbital por 20 minutos. Em seguida, fez-se a diluicdo
seriada para cada suspensdo em tubos de ensaio contendo 9 mL de solucéo salina.
As diluicdes 103, 10 e 10°° foram transferidas para placas de Petri (100uL por placa)
contendo meio TSM (Trichoderma Selective Medium) (Shah e Afiya, 2019) com 1 mL
por litro de Tormicina (antibidtico Terramicina) para controle do crescimento
bacteriano. O ensaio foi incubado a 26+£2°C e as placas foram observadas diariamente
para o crescimento de coldnias com caracteristicas tipicas de Trichoderma. A partir
das colbnias que cresceram, foram preparadas lamina microscépicas com uma gota
de azul de algodao em lactofenol, para observacéo das caracteristicas microscopicas
do fungo e, para as que apresentavam a morfologia semelhante a de espécies de
Trichoderma, a col6nia foi repicada, usando uma agulha de repicagem esterilizada por
flambagem, para placas contendo meio batata dextrose agar (BDA), seguido de
incubacédo a 26+2°C. ApOs o crescimento e esporulacao das colonias purificadas de
Trichoderma spp., discos de micélio contendo esporos foram transferidos para
microtubos de centrifuga contendo 30% glicerol, para preservacao no freezer a -80°C
e para frascos de vidro contendo &gua esterilizada para preservagédo a temperatura

ambiente.

3.2 Obtencéao de Moniliophthora perniciosa

O isolado de M. perniciosa 4145 utilizado neste estudo foi proveniente da

Micoteca da Comissdao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira — CEPLAC,
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coordenadas 14°78’10.8”W 39°22°39.9”S. Este isolado foi conservado na cole¢éo de

fungos do Laboratorio de Microbiologia da UFRB.

3.3 Teste de pareamento para compostos nado volateis

A avaliacdo do potencial antagbnico dos diferentes isolados de Trichoderma
spp. contra o M. perniciosa foi realizada através da técnica de pareamento das
culturas de Trichoderma spp. com o patégeno, conforme metodologia proposta por
Dennis e Webster (1971). Para tanto, foram utilizados discos com 5 mm de diametro,
obtidos das col6nias do fitopatégeno e isolados de Trichoderma spp. crescidos por 10
a 12 dias e 5 dias, respectivamente, em meio BDA, na temperatura de 26+2°C. Foram
utilizadas placas de Petri de 90 mm de diametro contendo 20 mL de meio BDA. Os
discos da colénia de M. perniciosa foram repicados para a superficie do BDA em
placas de Petri, a uma distancia de 20 mm da borda da placa e as placas foram
incubadas a 26+2°C. Apos o crescimento das colonias do patégeno por 5 dias, foram
repicados discos da colénia dos isolados de Trichoderma spp. em lados opostos das
placas de Petri a 20 mm da borda das placas. As placas de Petri contendo col6nia do
fitopatdgeno e do antagonista pareadas foram incubadas a 26+2°C por 7 dias.

Cada isolado de Trichoderma spp. foi pareado com o fitopatbgeno e
considerou-se como controle somente o patdogeno na placa de Petri sem o
antagonista, totalizando dois ensaios, com 11 tratamentos cada (Tabela 1), e quatro
repeticdes. Devido ao numero elevado de isolados de Trichoderma, os testes foram

divididos em dois ensaios.

Tabela 1. Testes de pareamento.

Tratamentos Descricao
Ensaio 1

T1 M. perniciosa

T2 M. perniciosa x isolado Tricl
T3 M. perniciosa x isolado Tric2
T4 M. perniciosa x isolado Tric3
T5 M. perniciosa x isolado Tric4
T6 M. perniciosa x isolado Tric5
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T7 M. perniciosa x isolado Tric6
T8 M. perniciosa x isolado Tric7
T9 M. perniciosa x isolado Tric8
T10 M. perniciosa x isolado Tric9
T11 M. perniciosa x isolado Tric10
Ensaio 2

T2 M. perniciosa

T13 M. perniciosa x isolado Tricll
T14 M. perniciosa x isolado Tric12
T15 M. perniciosa x isolado Tric13
T16 M. perniciosa x isolado Tricl4
T17 M. perniciosa x isolado Tricl5
T18 M. perniciosa x isolado Tric16
T19 M. perniciosa x isolado Tricl7
T20 M. perniciosa x isolado Tric18
T21 M. perniciosa x isolado Tric19
T22 M. perniciosa x isolado Tric20

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repeticdes, considerando cada placa uma unidade experimental. As avaliagbes foram
iniciadas 72 horas ap6s a repicagem do M. perniciosa e o Trichoderma, sendo
realizadas a cada 48 horas durante um periodo de sete dias. As medicbes do
crescimento micelial das colénias do patégeno foram feitas com um paquimetro e as
medicbes do didmetro da colbénia (média das medicbes em trés pontos da colbnia)
foram utilizadas para calcular a porcentagem de inibi¢cdo do crescimento do patégeno,
com a seguinte equacao: Pl (%) = (Dc-Dt/Dc)x100, sendo Pl = Porcentagem de
Inibicdo, Dc=didmetro da colénia do patdogeno ndo pareado com Trichoderma e

Dt=Diametro do da colénia do patégeno pareado com Trichoderma.

3.4 Teste de inibicdo por compostos volateis

O potencial de controle de M. perniciosa por compostos volateis produzidos por

Trichoderma spp. foi avaliado pelo método de pareamento sem contato direto entre
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as colbnias, usando placas de Petri bipartidas descartaveis. Os isolados de
Trichoderma foram multiplicadas em meio BDA durante 4 dias, enquanto para o
patégeno foram necessarios 10 dias de incubacdo a 25+2°C, para posterior retirada
de discos de 5mm de cada colénia em crescimento. O pareamento foi realizado pela
transferéncia de um disco de micélio do patégeno em um lado da placa bipartida com
BDA e, ap0s 4 dias, o disco da colbénia do Trichoderma foi transferido para o outro
lado da placa bipartida. Como controle, a placa com meio BDA recebeu disco de
micélio apenas do patdgeno. Todas as placas foram incubadas em BOD a 26+2°C por
7 dias. MedicOes foram realizadas do crescimento micelial por meio das medi¢cfes do
didmetro da patdgeno, usando um paquimetro, com medi¢cdes a cada 48h. A
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de M. perniciosa foi calculada
usando a equacao indicada no item 3.3. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, com uma placa sendo uma unidade experimental,
seguindo 0 mesmo arranjo experimental feito para o teste de antagonismo por

compostos nao volateis.

3.5 Teste de micoparasitismo

Laminulas microscopicas esterilizadas foram colocadas sobre as colénias na
regido de interacdo entre M. perniciosa e Trichoderma, nas placas do teste de
pareamento para compostos nao volateis. As laminulas foram removidas das culturas
apos observacdo macroscopica do contato entre os dois fungos e foram colocadas
sobre uma lamina com uma gota de azul algoddo em lactofenol, e observadas no

microscopio Leica DM 750, com camera modelo ICC 50 HD.

3.6 Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV

Parte da regido de interac&o entre os fungos foi cuidadosamente removida das
culturas pareadas, com um bisturi esterilizado e transferida para os stubs recobertos
com folha de aluminio e fita de carbono. As amostras foram recobertas com ouro
utilizando o evaporador Modelo 150TS Quorum. As imagens foram geradas no
microscopio eletrénico EVO LS15 ZEISS, com parametros de 20 kV de tensdo de
aceleragdo, 10 mm de distancia de trabalho (WD) e variadas magnificagdes (MAG).
Além de imagens obtidas pelo detector de Elétron Secundario (SE), para algumas



21

amostras, foram obtidas imagens do detector de Elétron Retroespalhado (BE), com

varreduras realizadas em areas distintas de cada espécime.

3.7 Colonizacéao dos casqueiros com Trichoderma spp.

Para avaliac&do da colonizacao dos casqueiros foram coletados frutos de cacau
e casqueiros em plantio de cacau de um produtor rural no municipio de Cruz das
Almas, Bahia. Os casqueiros foram lavados com sabdo e agua corrente e foram
cortados em pedacos com 3 a 3,5 cm de largura e comprimento. Esses pedacos foram
colocados em placas de Petri, com quatro pedagcos em cada Placa, e foram
esterilizados em autoclave a 120°C por 20 minutos. Trés a quatro dias apos a
esterilizacdo, cada pedaco de casqueiro foi inoculado com um disco de micélio da
cultura de Trichoderma spp. As placas de Petri continham quatro pedacos de
casqueiro sendo dois com o lado interno da casca de cacau virado para cima e dois
com o lado externo da casca virado para cima. Sobre cada pedaco de casqueiro, na
regido central, foi colocado um disco de micélio da cultura de Trichoderma spp. O
ensaio foi incubado na temperatura ambiente do laboratoério por até 12 dias, sendo
estes observados diariamente para a colonizacao e esporulacéo por Trichoderma spp.
Fez-se uma estimativa visual da porcentagem de colonizacdo e esporulacdo dos
pedacos de casqueiro. O controle foi constituido por placas com os pedacos de
casqueiro sem inoculacdo. Para cada isolado de Trichoderma spp. foram preparadas

duas placas de Petri com os pedacos de casqueiro esterilizados.

3.8 Andlises Estatisticas

Para os dados obtidos foram construidos graficos de box-plot. Os dados
também foram submetidos ao teste F da analise de variancia. As médias dos
tratamentos foram agrupados pelo teste de Scott-Knott e foi realizada comparacéo
das médias dos isolados versus o controle com uso do teste t de Dunnet, ambos a 5%
de significancia. Os dados de inibicdo foram transformados para arcoseno, visando o
atendimento das pressuposi¢cdes da analise de variancia.

Foi também realizada analise multivariada de agrupamento utilizando-se a
distancia euclidiana como medida de dissimilaridade. Os agrupamentos hierarquicos
foram obtidos pelo método UPGMA - Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
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Mean (Sneath; Sokal, 1973). A validacdo dos agrupamentos foi determinada pelo
coeficiente de correlagdo cofenético de acordo com Sokal e Rohlf (1962). A
significancia dos coeficientes de correlacdo cofenético foi calculada pelo teste de
Mantel com 10.000 permuta¢cdes (Mantel, 1967). O critério para definicdo do niumero
de grupos foi feito pelo método do pseudo-t2 (Mingotti, 2005) utilizando o pacote
NbClust pertencente ao programa computacional R (CHARRAD et al., 2014).

Visando selecionar os isolados mais eficientes foi calculado o indice de soma
de classificacdo a partir das médias dos tratamentos (Mulamba e Mock, 1978). As
analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico R (R CORE TEAM,
2024).
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4.0 RESULTADO E DISCUSSAO

Com nove dias de incubacéo, o isolado Tric 4 (24,6%) apresentou inibicdo do
crescimento micelial de M. perniciosa (p=0.05) e o isolado Tric 7 (25,45%) também
apresentou inibicdo do crescimento micelial (p=0.1). Apés 11 dias de incubacao,
observamos resultados expressivos na inibicdo do crescimento micelial do patégeno
devido a acdo de metabdlitos secundérios produzidos pelos isolados de Trichoderma.
Os isolados Tricl (28,3%), Tic2 (31,3%), Tric3 (27,3%), Tric4 (25,9%), Tric5 (29,7%),
Tric6 (31,0%), Tric7 (26,5%), Tric8 (30,5%), Tric9 (30,8%), Tricl0 (26,6%), Tricll
(31,0%), Tricl3 (32,2%) e Tricl4 (32,6%), Tricl5 (29,8%), Tricl7 (31,1%), Tricl8
(26,7%) e Tricl9 (29,6%) demonstraram inibi¢cao significativa, com nivel de confianca
de p = 0,001. Enquanto Tric 16 (34,1%) e Tric 12 (33,2%) apresentaram efeito
significativo com p = 0,05. Cabe ressaltar que os valores de p menores que 0,001
indicam alta significAncia estatistica, o que significa que as diferengas observadas nos
experimentos sao extremamente improvaveis de terem ocorrido por acaso. Portanto,
esses valores reforcam a confiabilidade dos resultados, garantindo que o efeito dos
microrganismos selecionados, como a inibicdo do crescimento do patdgeno, é real e
consistente.

Nesse sentido, os resultados acima indicam um efeito muito significativo dos
metabolitos secundarios ndo-volateis na inibicdo do crescimento micelial do patégeno.
Observou-se que apés 11 dias de incubacédo, todos os isolados de Trichoderma
apresentaram inibicdo do crescimento micelial de M. perniciosa com significancia
(p=0.000) (Figura 5).

A analise do pareamento revelou que o isolado Tric4 (55,7%) obteve o melhor
desempenho geral, com as maiores porcentagens de inibicdo do patdégeno. Esse
isolado apresentou os maiores valores de inibicdo do crescimento do patdgeno com
5, 9 dias de incubacdo patdgeno x antagonista, indicando uma superioridade
estatisticamente significativa, quando comparado ao controle (Figura 5). SENAA et al.
(2014) também destacaram a habilidade superior de certos isolados de Trichoderma
em competir com patdgenos de plantas, devido a sua capacidade de colonizacao
agressiva e producéo de metabdlitos secundérios. De acordo com Bailey et al. (2008),
os isolados eficazes de Trichoderma combinam multiplos mecanismos de a¢ao, como
0 micoparasitismo, que envolve a penetracdo direta e destruicdo das hifas do

patdgeno, com a producdo de enzimas liticas.
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Figura 5. Boxplot representando o diametro da colénia de M. perniciosa em mm com
quatro leituras, sendo estas com 5, 9,11 e 13 dias de incubacé&o, com 20 isolados de
Trichoderma spp. — Teste de Pareamento.
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Isolados

Leiva et al. (2022) também reportaram que a capacidade de Trichoderma em
colonizar rapidamente os espacos ocupados pelo patdgeno é crucial para seu sucesso
como agente de biocontrole. No presente estudo, observou-se que os isolados Tric10
(50,27%) e Tricl8 (53,17%) também apresentaram alto desempenho, com
porcentagens de inibicdo proximos aos do Tric4 (55,7%), sugerindo que esses
isolados sdo competitivos e capazes de suprimir o patégeno eficientemente através
de mecanismos semelhantes.

Além disso, o isolamento dos compostos volateis e a analise de seus efeitos
especificos indicam que os isolados que produzem maior quantidade desses
compostos tendem a ser mais eficazes no campo (LEIVA et al., 2020). Nesse contexto,
isolados como o Tricl9 (45,8%) e Tricl2 (37,3%) ndo s6 mostraram uma relativa

eficiéncia nos testes de compostos volateis (Figura 6) mas também apresentaram
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bons resultados nos testes de pareamento, reforcando a hipotese de que esses
compostos desempenham um papel central no biocontrole, ainda que este estudo nao
tenha envolvido o isolamento e testes desses compostos.

Os metabdlitos secundarios produzidos por Trichoderma spp., como apontado
por Dourou e La Porta (2023), incluem compostos volateis e nao volateis com
atividade antimicrobiana. Entre os principais, destacam-se o &cido heptelidico e os
terpendides, que inibem fitopatdgenos, como Alternaria sp. e Fusarium ramigenum,
através da degradacao da parede celular. As enzimas hidroliticas, como quitinases e
glicanases, também desempenham um papel crucial na inibicdo desses patdégenos,
impedindo sua coloniza¢cdo em plantas.

Os tratamentos com as menores médias do diametro da colénia do patégeno
indicam os isolados de Trichoderma que promoveram as melhores respostas, no que
tange a inibicdo do crescimento micelial do patégeno, sendo considerados os mais
eficientes no controle (Figura 6). Segundo Fernandes et al. (2021), apesar de os
resultados terem sido significativos quanto a inibic&o in vitro do Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici, pelos isolados testados de Trichoderma, ndo € possivel afirmar que
esses seriam eficientes in vivo. Neste sentido, torna-se ainda mais efetivo avaliar os
efeitos conjuntos para se tirar qualquer concluséao.

E relevante a observacgéo de que o isolado Tric15 (36,9%) pode ter favorecido
0 aumento do crescimento da col6nia de M. perniciosa (p=0,1), em relagdo aos demais
isolados estudados, demonstrando ser inadequado para o biocontrole. Apds apenas
cinco dias de incubacg&o, observou-se um aumento no crescimento micelial do
patdogeno M. perniciosa, indicando que Tricl5 nao inibiu o crescimento do patdgeno.
De acordo com Dourou e La Porta (2023), algumas cepas de Trichoderma podem
favorecer o crescimento do patdgeno devido & secrecdo de metabdlitos que néo
inibem, mas, em alguns casos, facilitam a colonizacdo do patdgeno. Além disso, as
caracteristicas fenotipicas e a producdo de compostos bioativos variam entre as
cepas, resultando em interacdes diferentes com os patdgenos. Essa variabilidade
indica que a eficacia do biocontrole ndo € garantida para todos os isolados,
ressaltando a importancia de analisar as interagfes fungicas para selecionar
adequadamente os agentes de controle biolégico.

A producéo de compostos volateis por isolados de Trichoderma spp. tem sido

amplamente documentada como um mecanismo crucial no biocontrole de
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fitopatdgenos. Dennis e Webster (1971) foram pioneiros em identificar que espécies
de Trichoderma produzem antibiéticos volateis que podem inibir o crescimento de
fungos patogénicos a distancia.

Figura 6. Boxplot representando percentagem de inibicdo da col6onia de M. perniciosa
em mm com quatro leitura, senda estas com 5, 9,11 e 13 dias de incubacdo com 20
isolados de Trichoderma spp. — Teste de Pareamento.
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A percentagem de inibicdo confirma os resultados observados quanto ao
crescimento micelial de M. perniciosa apés 11 dias de incuba¢édo com os isolados de
Trichoderma, pois todos inibiram significativamente o crescimento de M. perniciosa
nos testes de pareamento das culturas. A andlise do indice de Mulamba e Mock
(Tabela 2) permite avaliar todas as varidveis analisadas e nos fornece melhor visdo
do efeito de todos os isolados, para a selecdo dos melhores, ou seja, aqueles que
promoveram o melhor controle do crescimento do patdégeno, por compostos nao
volateis.
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Tabela 2. indice de Mulamba e Mock para inibi¢céo do crescimento micelial de M. perniciosa, apds 13 dias de incubacdo com Trichoderma
spp., em pareamento para avaliacao do efeito de compostos nao volateis.

Trat diaml Rank diam2 Rank diam3 Rank diam4 Rank inibl Rank inib2 Rank inib3 Rank inib4 Rank TC1 Rank TC2 Rank indice
TricO4 14.95 1 2460 1 2595 1 2715 3 9290 1 5601 1 3937 1 5413 2 068 12 060 11 34
Tricl0 1775 9 2610 4 2665 3 2705 2 7893 6 5210 3845 2 4844 4 028 4 020 3 39
Tricl8 1860 12 2585 3 2670 4  26.95 1 7357 10 52.06 3742 3 5429 1 043 9 013 2 48
TricOv 1735 7 2545 2 2650 2 2775 4 7295 11 49.09 3593 4 4618 7 053 10 0.63 12 63
Tricl9 1695 5 2900 8 2960 7 3060 8 8163 5 4313 3182 6 4863 3 030 5 050 9 63
9 8 5
5 5 9
6

N B 0N

TricO8 17.60 8 30.10 12 3055 10 31.30 7668 7 3925 11 2831 47.21 023 3 038 7 80
TricO3 19.25 16 26.65 5 27.30 5 28.45 61.28 18 46.68 5 3497 45.34 033 6 058 10 84
Trico6 1835 11 2990 11 31.00 12 3145 10 7413 9 4015 10 2799 10 47.03 055 11 0.23 4 94
Tricll 16.20 2 2965 10 3105 13 3260 13 86.22 2 4082 9 2786 11 4512 10 0.70 13 0.78 13 96
TricOl 1950 17 26.75 6 28.30 6 29.05 6 6280 17 4088 8 2843 7 4029 16 078 14 038 7 104
TricO5 18.85 13 29.00 8 29.70 8 30.60 7 6732 14 3682 13 2759 12 39.02 17 035 7 045 8 107
Tricl3 16.80 4 3030 14 3220 16 3280 14 8366 3 3881 12 2492 15 4467 11 09 16 030 5 110
Tricl4 16.70 3 3200 17 3265 17 3340 17 8355 4 3355 16 2386 16 4365 14 033 6 038 7 117
Tricl7 19.75 20 28.85 7 3115 14 3215 12 6568 15 4344 6 2802 9 4608 8 115 18 050 9 118
Tricl2 18.00 10 3300 20 3320 18 3325 16 7541 8 3071 19 2281 17 4403 12 010 2 003 1 123
Trico2 1905 15 3135 15 3135 15 3325 15 6924 12 3575 14 2727 13 4396 13 000 1 095 14 127
Tricl5 2185 21 29.10 9 29.85 9 30.60 7 4700 20 3507 15 2638 14 3883 18 038 8 038 7 128
Tric0O9 1970 19 3025 13 3085 11 3150 11 6123 19 2888 20 2192 18 3503 20 030 5 033 6 142
Tricl6 19.00 14 3225 18 3410 19 3455 18 69.00 13 3328 17 2120 19 4196 15 093 15 023 4 152
Tric20 1955 18 3245 19 3465 20 3700 19 6405 16 3214 18 1850 20 3773 19 110 17 118 15 181
Control 16.98 6 3198 16 4208 21 5495 20 000 21 000 21 000 21 000 21 505 19 6.44 16 182

Classificacdo dos isolados de Trichoderma spp. baseada no indice de Selecdo de Mulamba e Mock, utilizando parametros como a porcentagem de inibicdo do
crescimento de Moniliophthora perniciosa, producdo de compostos ndo volateis, e taxa de crescimento do isolado. Rank 1 representa o melhor desempenho para
cada caracteristica, e a soma dos ranks ponderados determina a ordem final dos isolados.
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Os isolados Tric 4 (55,0%), Tric 10 (50,2%), Tricl8 (53,1%), Tric 7 (47,6%) e
Tric 19 (45,8%) se destacaram como os cinco melhores. Bailey et al. (2008)
observaram que os compostos volateis sdo um dos principais mecanismos de acao
do Trichoderma contra patégenos, causando a inibicdo do crescimento do patégeno,
mesmo sem o contato direto entre o patdgeno e o antagonista. O isolado Tricl9
demonstrou uma inibicdo de 94% no crescimento do patdgeno em apenas cinco dias
de incubagéo. Esse efeito de inibi¢ao foi mantido ao longo dos 11 dias de observacao,
destacando-se notavelmente em comparagédo com os demais isolados (Figura 7).

Esse efeito estd em acordo com as observacdes de Leiva et al. (2020), que
relataram que isolados de Trichoderma nativos da Amazonia peruana apresentaram
alta eficacia na inibicdo de Moniliophthora roreri, sendo essa eficacia parcialmente

atribuida & producdo de compostos volateis bioativos.

Figura 7. Boxplot representando o diametro da colonia de M. perniciosa em mm com
quatro leituras, sendo estas com 5, 7, 9 e 11 dias de incubagdo com 20 isolados de
Trichoderma spp. para avaliar inibicdo por compostos volateis.
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Os isolados Tricl2 (75,4%%) e Tricl9 (81,6%) apresentaram resultados
significativos em termos de inibicdo do crescimento micelial de M. perniciosa,
reduzindo significativamente o crescimento da colénia do patégeno nos primeiros 5
dias de incubacao. O isolado Tricl5 (30,6%) pode ter contribuido com o aumento do
crescimento micelial de M. perniciosa, enquanto o isolado Tric19 iniciou precocemente
a inibicdo do crescimento micelial e manteve essa inibicdo até a ultima leitura, com

resultados significativos (p=0,001).

Figura 8. Boxplot representando percentagem de inibi¢cdo da colénia de M. perniciosa
em mm, com quatro leituras, sendo estas com 5, 7, 9 e 11 dias de incubacdo com 20
isolados de Trichoderma spp. — Teste de Compostos Volateis.
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Os isolados de Trichoderma inibiram significativamente o crescimento micelial
de M. perniciosa por meio da producdo de metabdlitos secundarios volateis (Figuras
11 e 12). Dourou e La Porta (2023) destacam que os metabdlitos secundarios volateis
produzidos por Trichoderma spp. desempenham um papel essencial no controle

bioldgico de patdgenos vegetais. Esses compostos volateis, como terpenos e acidos
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organicos, tém a capacidade de inibir o crescimento de patdogenos a uma certa
distancia, interferindo diretamente na viabilidade dos microrganismos. Além disso,
esses volateis ndo apenas inibem o desenvolvimento dos patdégenos, mas também
influenciam a dindmica ecoldgica ao redor das plantas, criando um ambiente menos
propicio a proliferacéo de organismos fitopatogénicos.

Os isolados Tricl (40,5%), Tric7 (47,6%), Tricl2 (37,3%), Tricl3 (41,7%) e
Tricl9 (45,8%) promoveram resultados significativos a (p=0,001), seguido dos
isolados Tric 4 (55,0%) (p=0,01) e Tric 2 (39,8%), Tric 3 (46,0%), Tric5 (37,9%), Tric 6
(43,5%), Tric8 (43,2%), Tricl6 (37,6%) e Tricl7 (44,7%) (p=0,05). Além disso, 0s
isolados Tricl2 (37,3%) e Tricl3 (41,7%) também mostraram boa atividade, indicando
um potencial significativo para uso em biocontrole (Figuras 9 e 10). Sachdev e Singh
(2020), destacaram a importancia dos compostos volateis de Trichoderma, nao
apenas na inibicdo de patdgenos, mas também na promocao do crescimento das
plantas, criando um ambiente desfavoravel ao desenvolvimento de organismos
fitopatogénicos.

Pelo indice de Mulamba e Mock, os isolados Tric 19, Tric 12, Tric 7, Tric 1 e
Tric 4 se destacam com os melhores, considerando o conjunto de todas as variaveis
analisadas para a inibicdo do crescimento do patdogeno por compostos volateis
(Tabela 3).
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Figura 9. Teste de compostos volateis entre espécies de Trichoderma e o patégeno
M. perniciosa (colbnia que se apresenta sempre abaixo de todas as placas) atraves
de pareamento em placa bipartida, em meio BDA, a 25+2°C apés 11 dias. Controle
(A), Tricl (B), Tric 2 (C), Tric3 (D), Tric4 (E), Tric5 (F), Tric6 (G), Tric7 (H), Tric8 (1),
Tric9 (J), Tricl0 (K), Tric 11 (M), Tric 12 (N), Tric13 (O), Tricl4 (P), Tricl5 (Q), Tricl6
(R), TRic17 (S), Tric18 (T), Tric19 (U) e Tric 20 (V).
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Tabela 3. indice de Mulamba e Mock para inibi¢céo do crescimento micelial de M. perniciosa, apés 13 dias de incubacdo com Trichoderma
spp., em placas compartilhadas para avaliacédo do efeito de compostos volateis.

Trat diaml Rank diam2 Rank diam3 Rank diam4 Rank inibl Rank inib2 Rank inib3 Rank inib4 Rank TCl1 Rank TC2 Rank TC3 Rank Indice
Tricl9 13.63 1 16.10 1 18.23 1 21.53 1 94.08 1 81.30 1 92.45 1 72.34 1 4.65 3 1.05 5 1.64 13 29

Tric 12 16.10 2 21.97 3 24.03 2 25.53 2 8320 2 5506 4 7370 3 5968 4 6.95 8 1.02 3 0.78 6 39
Tric07 16.77 3 22.67 4 24.90 4 26.47 3 7767 3 5506 4 6961 5 5755 5 7.13 9 1.12 7 0.79 7 54
Tric01 16.77 3 21.73 2 24.50 3 26.53 4 7703 4 5936 3 6946 6 5738 6 6.68 7 1.38 8 1.02 10 56
Tric04 18.37 4 24.67 5 26.90 5 28.63 5 6879 5 4887 8 6189 8 5231 7 773 11 1.10 6 0.88 9 73
Tric0O6 33.60 13 39.67 11 4173 10 4527 10 4736 13 6035 2 7832 2 6992 2 3.03 1 1.03 4 177 14 82
Tric10 35.00 14 4353 14 4540 13 46.33 12 4362 14 5270 6 7267 4 6892 3 4.27 2 0.93 1 0.47 3 86
Tric 08 21.00 26.40 7 28.40 6 30.60 6 5611 9 4115 13 5928 9 4659 12 795 13 0.99 2 1.09 11 94

6
Tric 02 20.53 5 26.07 6 29.50 7 31.13 7 5846 7 4347 56.12 10 4501 13 791 12 171 11 0.82 8 95
Tric 13 28.43 9 38.02 10 4192 11 4548 11 5945 6 5112 7 6243 7 4937 11 6.53 6 195 13 178 15 106
7
8

©

Tric03 21.73 27.47 8 31.30 8 32.60 8 5442 10 3640 14 4941 14 4064 14 828 16 192 12 0.67 5 116
Tric05 22.77 29.83 9 32.90 9 32.97 9 4792 12 2598 16 4270 16 3890 16 923 17 152 9 0.05 2 123
Tricl4 36.80 16 49.13 15 5527 15 5640 14 3979 16 43.07 10 53.67 12 5153 8 6.17 4 3.07 19 0.57 4 133
Tric09 37.87 17 5027 17 5567 16 57.00 15 37.06 17 4135 12 5342 13 5071 9 6.20 5 270 16 0.67 5 142
Tric20 40.73 19 4927 16 5453 14 5747 16 3046 19 4145 11 56.01 11 4944 10 4.27 2 263 15 147 12 145
Tric1l6 29.00 10 4327 13 6440 19 6847 19 5829 8 5271 5 3818 18 3240 18 7.13 9 1057 21 203 16 156
Control 30.98 11 4048 12 4378 12 4867 13 000 21 000 20 000 21 000 21 725 10 166 10 243 18 169
Tric18 36.13 15 5247 18 5847 17 63.00 17 4140 15 3577 15 48.14 15 4036 15 817 14 300 18 227 17 176
Tricll 4233 20 5887 19 6473 20 6440 18 2654 20 2515 17 3656 19 3840 17 827 15 293 17 -017 1 183
Tricl7 3133 12 5940 20 6393 18 69.80 20 5280 11 23.89 18 39.17 17 30.30 19 14.03 19 227 14 293 20 188
Tricl5 39.20 18 6113 21 7227 21 7787 21 3382 18 2101 19 2433 20 1702 20 1097 18 557 20 280 19 215

Classificacéo dos isolados de Trichoderma spp. baseada no indice de Selecio de Mulamba e Mock, utilizando parametros como a porcentagem de
inibicdo do crescimento de Moniliophthora perniciosa, produ¢do de compostos nao volateis, e taxa de crescimento do isolado. Rank 1 representa o
melhor desempenho para cada caracteristica, e a soma dos ranks ponderados determina a ordem final dos isolados.
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4.1 Caracteristicas macro e microscopicas observadas a partir das interacdes

antagonista-patdégeno

A analise macroscopica do pareamento (Figura 10) mostrou que o
antagonismo ao M. perniciosa pelos isolados de Trichoderma ocorreu com a
formacao de halo e pigmento amarelo, a formacéao de cristas com pustulas, que sédo
formadas com esporulacéo intensa do Trichoderma e, na maioria dos casos, por
um intenso crescimento e esporulacdo do Trichoderma sobre a colénia do
patégeno. Essas formas de interacdo variaram com o isolado de Trichoderma.
Devido ao crescimento lento do M. perniciosa, este fungo foi incubado por 14 dias,
antes da insercdo do disco de micélio do Trichoderma. As leituras do efeito
antagobnico foram realizadas ap6s 4 e 10 dias.

As multiplas interacdes em tempos diferentes de incubagdo demonstram o
comportamento dos isolados no pareamento, sendo que, exceto para os isolados
Tric 5 e Tric 19, todos apresentaram crescimento micelial sobre o patégeno. O
isolado Tric 5, na segunda leitura ja apresentou crescimento com formacéo de
pustulas ao redor da col6nia do patégeno. O isolado Tric 19 formou um halo com
intensa pigmentacdo amarela e poucas pustulas ao redor da colénia do patégeno
(Figuras 10 e 11). As pustulas sdo formacdes que aparecem sobre colbnias de
fungos hospedeiros como resultado da acdo parasitaria de fungos antagonistas,
sendo areas de degradacédo e destruicdo dos tecidos do fungo hospedeiro. Estas
sinalizam a acao direta do micoparasita sobre o patdogeno alvo, se apresentando
como pequenas elevacfes na superficie cheias de esporos. Podemos observar a
evolucao da interacdo Trichoderma-patdgeno no pareamento, apos 4 e 10 dias de
introducdo do Trichoderma (Figuras 10 e 11), em que ocorre no inicio a producao
de muito micélio e pigmentos. Apos 10 dias ja se observa intensa esporulacao e
formacdo de pustula em volta da colénia do patégeno. Os isolados comecaram a
esporular pelas bordas da coldnia, depois cresceram e esporularam intensamente
sobre a colbnia do patdgeno, sendo uma caracteristica da maioria dos isolados em
estudo, podendo estes ter acdo de micoparasitismo.
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Figura 10. Antagonismo entre espécies de Trichoderma e o patégeno M. perniciosa
(colbnia que se apresenta sempre a direita em todas as placas) através de duplo
pareamento, em meio BDA, a 25+2°C ap6s 10 dias de incubacéo.

A) Tratamento controle representado por colénia Unica de M. perniciosa; B, C, E, J e N) Isolados
gue produziram pigmentacéo; B, D, E, F, G, H, |, J, L, K e M) Supercrescimento do Trichoderma
sobre o patdgeno; C, J, L e N) Isolados de Trichoderma com formacgéo de pustulas (esporulacéo
intensa); C, E e N) Formacado de crista com pustulas do Trichoderma em volta da colbénia do
patégeno; C e N) Formacéo de halo de inibicdo durante a interacdo com o patégeno.

O micoparasitismo € um mecanismo que contribui para a eficacia de
Trichoderma como agente de biocontrole, e envolve a degradacéo direta da parede
celular do patdgeno por meio de enzimas hidroliticas. De Marco et al. (2003)
destacam que a producdo de enzimas como quitinases e glucanases por
Trichoderma é fundamental para a degradacao das hifas de M. perniciosa,
patdgeno causador da vassoura-de-bruxa em cacaueiros. Os isolados Tricl9,
Tricl7, Tric5 e Tric9 produziram pigmentos o que indica que possivelmente
produzem antibiético. A producao de enzimas hidroliticas causa a degradacéo da
parede celular de patégenos, com o enovelamento e destruicdo de hifas do
patdgeno e inibicdo do crescimento (BENITEZ, 2004; GAJERA, 2012).

Apresentando um efeito importante quando se refere ao ataque direto de um fungo



37

sobre outro, 0 micoparasitismo é um processo complexo, que envolve eventos
sequenciais, incluindo reconhecimento, ataque e subsequente penetracdo e morte
do hospedeiro. Trichoderma spp. pode exercer biocontrole direto parasitando uma
variedade de fungos, detectando os fungos e crescendo em sua diregdo (BENITEZ,
2004; GAJERA, 2012; TROIAN, 2014).

Figura 11. Isolados de Trichoderma em diferentes tempos de incubacdo. A
esquerda com 4 dias de incubacao e a direita com 10 dias de incubacéo.

N Tric 4 <G

Estudos descrevem que o Trichoderma tem sido um fungo antagonista
potencial para controle de diferentes patégenos. De acordo com De-Marco (2003),
os isolados de Trichoderma testados produziram e secretaram por inducéo,
quantidades substanciais de enzimas quitinoliticas e glucanoliticas. Acredita-se que
as enzimas quitinoliticas e as B-glucanases desempenhem um papel importante no

micoparasitismo entre Trichoderma spp e fitopatégenos.
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A interagcdo patdgeno x antagonista causou modificacdes nas hifas do M.
perniciosa, com o enovelamento das hifas de Trichoderma em volta das hifas de M.
perniciosa. Varios isolados de Trichoderma apresentaram micoparasitismo (Figuras
12 e 13). Foi possivel observar o enovelamento sobre as hifas do patdégeno por
Trichoderma spp (Figura 12) sinalizando a presenca de micoparasitismo. Nas
imagens de microscopia eletrénica de varredura (Figura 13) também observamos
0 micoparasitismo de Trichoderma sobre o M. perniciosa, com enovelamento e

crescimento da hifa do Trichoderma sobre o patdégeno.

Figura 12. Fotografias de microscopia de Luz mostrando a presenca de parasitismo
dos isolados de Trichoderma spp. contra o patégeno Moniliophthora perniciosa.

A, B e C) setas indicam enrolamento das hifas do patdgeno pelo isolado de Trichoderma Tric 20 G)
Isolado de Trichoderma Tric 18 destruindo hifa do patdgeno; H) Isolado de Trichoderma Tricl
enovelando hifas do patdgeno; D, E e F) Enovelamento de hifas do patdgeno realizada pelo isolado
Tric 19, apresentando além de parasitismo, destruicdo da hifa; I) Isolado de Trichoderma Tric 1
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indicando presenca de esporos; J)Isolado de Trichoderma Tric 8 colonizando hifas do patégeno a
partir da formacgé&o de conidios.

Figura 13. Figuras obtidas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV)
ilustrando o micoparasitismo de diferentes isolados de Trichoderma spp. sobre
Moniliophthora perniciosa.

A — Controle com o patdgeno; B — setas indicam hifas do isolado TRIC13 enovelado com o patégeno;
C - isolado TRIC18 colonizando o patégeno. (D) isolado TRIC11 enrolando hifas do patégeno. (E)
isolado TRICL1 e sua interagdo com o patégeno e (F) hifas do isolado TRIC3 enovelado no patégeno.

Em estudos in vitro demonstrou-se que enzimas liticas como proteases,
amilases e celulases, mas nao antibiéticos, foram produzidas pelo antagonista
(Trichoderma). A morte de M. perniciosa (ex C. Perniciosa) em cultura e em
vassouras secas de cacau, aliada a auséncia de um antibidtico ativo, sustentam a
ideia de que o mecanismo mais importante envolvido nesta interacdo parasita-
hospedeiro parece ser o micoparasitismo (DE-MARCO, 2003).

Entretanto, para a producdo de um bioinsumo ainda se faz necessario
realizar testes em campo para compreender melhor o efeito desses isolados. Para
Almeida (2007) andlises adicionais da capacidade de enrolamento e atividades
especificas de enzimas hidroliticas, juntamente com andlises de fatores como

tolerdncia a temperatura, viabilidade sob condicbes de estresse, taxa de
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crescimento e selecédo de formulagéo, permitirdo a producao de um melhor agente
de biocontrole de Trichoderma.

Os isolados de Trichoderma colonizaram o casqueiro esterilizado,
apresentando diferentes comportamentos em relacdo a area de superficie dos
casqueiros colonizada e esporulada ao longo dos dias de incubacéo (Figura 14). O
isolado Tricl apresentou colonizacdo micelial de 100% em apenas 3 dias, com
esporulacdo observada aos 5 dias, abrangendo 35 a 40% da superficie colonizada
O isolado Tric2 foi mais rapido na colonizagdo micelial do casqueiro, alcancando
87% da superficie aos 3 dias e, aos 5 dias, atingiu 100% de colonizacdo com
esporulacdo em toda a superficies do casqueiro. O Tric3 apresentou colonizacéo
micelial inicial de 60 a 65% aos 3 dias, evoluindo para esporulacdo de 50 % da
superficie colonizada, aos 5 dias apds a incubacédo. De forma semelhante, o isolado
Tric4 apresentou 60% de colonizacdo por micélio aos 3 dias, mantendo essa
proporcao até o quinto dia, porém com presenca significante de esporos. O isolado
Tric5, por sua vez, alcangou 87% de colonizacdo micelial aos 3 dias, e ao final de
5 dias, alcancou 75% da superficie com esporulacdo. O isolado Tric6 apresentou
apenas 37% de cobertura por micélio aos 3 dias, mas aos 5 dias, a colonizacao
com esporulacao atingiu 60%. O Tric7 destacou-se por colonizar completamente o
casqueiro em apenas 3 dias, com micélio e esporos, alcangcando 100% de
superficie dos casqueiros ao final de 5 dias. O isolado Tric8, por outro lado,
colonizou 75% do casqueiro com micélio aos 3 dias, enquanto a esporulacao atingiu
50% aos 5 dias. Os resultados do isolado Tric9 indicaram uma colonizacéo inicial
de 25% com esporulagédo aos 3 dias e com uma relevante presenca de micélio de
cor branca plumosa, que aumentou para 62% ao final de 5 dias. O isolado Tric10,
por sua vez, apresentou 87% de colonizacéo micelial aos 3 dias, com esporulacao
atingindo 37% da superficie aos 5 dias. O isolado Tricll colonizou 75% da
superficie dos casqueiros aos 3 dias e apresentou 75% de superficie do casqueiro
esporulada aos 5 dias. De forma semelhante, o isolado Tric12 colonizou 75% da
superficie dos casqueiros com o micélio e poucos esporos aos 3 dias, e com 65%
da superficie esporulada aos 5 dias. O isolado Tricl3 alcancou 85 a 90% de
colonizacdo por micélio aos 3 dias, e aos 5 dias, a esporulacédo atingiu 50%. O
isolado Tric14 demonstrou uma colonizagao micelial de 100% aos 3 dias, com 50%
da superficie esporulada ao final do quinto dia. O isolado Tricl5 apresentou 50%

de colonizacg&o por micelio em 3 dias, mantendo essa propor¢ao ao final de 5 dias.
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Figura 14. Colonizagéo por isolados de Trichoderma em casqueiros esterilizados,
partes interna e externa casqueiro, apos nove dias de incubagéo. Controle (A), Tricl
(B), Tric 2 (C), Tric3 (D), Tric4 (E), Tric5 (F), Tric6 (G), Tric7 (H), Tric8 (1), Tric9 (J),
Tricl0 (K), Tric 11 (L), Tric 12 (M), Tric13 (N), Tricl4 (O), Tricl5 (P), Tricl6 (Q),
TRicl7 (R), Tric18 (S), Tric19 (T) e Tric 20 (U).

O isolado Tricl6 se destacou ao colonizar 100% do casqueiro com pouca

presenca de micélio e intensa esporulacdo aos 3 dias, e ao final de 5 dias, a
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colonizacéo com esporulacdo também foi de 100%. O isolado Tricl7 apresentou
uma colonizacéo inicial de 60 a 65% com esporulacéo aos 3 dias, que se manteve
apos 5 dias. Para o isolado Tric18, houve 100% de coloniza¢do micelial aos 3 dias,
mantendo esta colonizac¢do branca plumosa, com a presenca de micélio ao final de
5 dias. O isolado Tric19 apresentou 50% de colonizagéo e esporulacdo aos 3 e 5
dias, apresentando resultados melhores ao longo de 9 dias, quando a esporulacao
alcancou o maximo. Por fim, o isolado Tric20 apresentou 50% de colonizacdo com
esporulacéo aos 3 e 5 dias, com presenca de micélio de cor branca plumosa

O potencial de isolados de Trichoderma em colonizar os casqueiros e inibir
0 crescimento do patégeno in vitro, por compostos volateis e ndo-volateis e por
micoparasitismo foi demonstrado neste estudo. Os melhores isolados de
Trichoderma s&o os codificados como TRIC19, TRIC12, TRIC13 e TRIC4, sendo
0S mais promissores para o biocontrole de M. perniciosa, agente causal da

Vassoura de bruxa no cacaueiro.
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5.0 CONCLUSOES

Este estudo demonstra o potencial de uso de diferentes espécies de
Trichoderma, obtidas de plantios de cacau, para o controle biol6gico da vassoura-
de-bruxa no cacaueiro.

Os melhores isolados indicados nos testes de compostos volateis e do
pareamento foram Tricl2, Tricl9, Tricl3 e Tric4, os quais também apresentaram
melhores percentagem de colonizacéo dos casqueiros.

A continuidade das pesquisas com esses isolados, incluindo testes em casa
de vegetacdo e em campo, e a formulacdo de bioprodutos, pode contribuir

significativamente para o controle da vassoura de bruxa em cacaueiros.
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