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RESUMO GERAL

CARDOSO, Ana Luiza Bezerra. Avalia¢do de linhagens de Trichoderma no controle
de Thielaviopsis sp. em cana-deacgucar. 2022. 97 p. Dissertacdo (Mestrado em

Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brasil.

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) é a principal fonte de matéria-prima para a producéao
de acucar e etanol combustivel no Brasil, razdo pela qual ocupa papel de destaque na
economia do pais. A cultura é acometida pela doenga podriddo abacaxi, causada por
Thielaviopsis spp., fungo este que prejudica, principalmente, a brotacdo das gemas. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar, in vitro e in vivo, 15 linhagens de Trichoderma,
presentes na Colecdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e uma linhagem
comercial (incluida como referéncia), quanto a eficiéncia no controle da doenca.
Adotaram-se diferentes métodos de laborat6rio, como pareamento de culturas, exposicao
aos compostos organicos volateis (COVs) em atmosfera compartilhada e exposi¢do aos
extratos brutos autoclavados do antagonista. Todas as linhagens de Trichoderma foram
capazes de inibir o crescimento micelial de Thielaviopsis sp. Os demais ensaios realizados
seguiram com as linhagens que apresentaram melhores desempenhos, sendo elas CEN281
(T. afroharzianum), CEN1277 (T. asperelloides), CEN1513 (T. koningiopsis), CEN1546
(T. afroharzianum) e CEN219 (T. harzianum). Esta Ultima, trata-se da cepa ESALQ-1306
comercialmente registrada como Trichodermil, a qual foi obtida por isolamento
monosporico, a partir do lote 305/12/CO5GO. Abordou-se também a inibicdo do
crescimento micelial do patégeno quando exposto aos COVs emitidos por Trichoderma
em diferentes fases de cultivo. O principal momento de inibi¢do do patdgeno ocorreu apds
72 horas do desenvolvimento das colonias do antagonista, com a maioria das linhagens
testadas. Os experimentos in vivo consistiram na inoculacdo do patdgeno e antagonistas
em toletes de cana-de-agUcar da variedade “CTC20”. A reducdo da severidade da doenca
pelas linhagens de Trichoderma foi avaliada, tanto em ambiente de laboratorio, como em
casa de vegetacdo. Nestes Ultimos, tomaram-se os valores médios de altura de plantas,
massa seca de raizes e parte aérea, diametro do colmo, além da severidade da doenca.
Esta foi reduzida em aproximadamente 70% por uma das linhagens selecionadas. Com
base nos ensaios conduzidos, comprovou-se a eficacia das linhagens estudadas no
controle da podridao abacaxi em cana-de-aguUcar. Infere-se, a partir dos testes realizados,
que o agente biocontrole pode ser utilizado, em tratamento dos toletes previamente ao
plantio, como uma medida profilatica para o controle da podriddo abacaxi e, também,
como um promotor de enraizamento para a cultura, inclusive na producdo de mudas pré-
brotadas (MPB). Em todos os ensaios realizados, a linhagem CEN1277, identificada
como pertencente a espécie T. asperelloides destacou-se dentre as demais linhagens da
Colecéo avaliadas e apresentou resultados semelhantes aos verificados com a linhagem
comercial que vem sendo indicada para controle da doenga. Portanto, essa linhagem pode
ser disponibilizada para o desenvolvimento de um novo bioproduto, conforme demanda
0 mercado de fungicidas biolégicos.

Palavras-chave: controle biol6gico, podriddo abacaxi, Saccharum spp.
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GENERAL ABSTRACT

CARDOSO, Ana Luiza Bezerra. Evaluation of Trichoderma lineages in the control of
Thielaviopsis sp. in sugar cane. 2022. 97 p. Dissertation (Master’s degree in Plant

pathology) — University of Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

Sugarcane (Saccharum spp.) is the main source of raw material to produce sugar and fuel
ethanol in Brazil, which is why it occupies a prominent role in the country's economy.
The crop is affected by the pineapple rot disease, caused by Thielaviopsis sp., a fungus
that mainly damages bud sprouting. The objective of this work was to evaluate in vitro
and in vivo the efficiency of 15 strains of Trichoderma, belonging to the Collection of
Biological Control Agents of Embrapa Genetic Resources and Biotechnology, in addition
to a commercial lineage (included as a reference), in terms of efficiency in controlling the
disease. Different laboratory methods were adopted, such as pairing of cultures, exposure
to volatile organic compounds (VOCs) in shared atmosphere and exposure to autoclaved
crude extracts of the antagonist. All Trichoderma strains were able to inhibit the mycelial
growth of Thielaviopsis sp. The other tests carried out continued with the strains that
presented the best performances, namely CEN281 (T. afroharzianum), CEN1277 (T.
asperelloides), CEN1513 (T. koningiopsis), CEN1546 (T. afroharzianum) and CEN219
(T. harzianum). The latter is the ESALQ-1306 strain commercially registered as
Trichodermil, which was obtained by monosporic isolation, from batch 305/12/CO5GO.
The inhibition of mycelial growth of the pathogen when exposed to VOCs emitted by
Trichoderma in different stages of cultivation was also discussed. The main moment of
pathogen inhibition occurred after 72 hours of development of the antagonist colonies,
with most strains tested. The in vivo experiments consisted of the inoculation of the
pathogen and antagonists in “CTC20” cane stalks. The reduction in the severity of the
disease by the Trichoderma strains both in laboratory tests and in greenhouse tests was
evaluated. In the latter, the average values of plant height, dry mass of roots and shoots,
stem diameter, in addition to disease severity were taken. This was reduced by
approximately 70% for one of the selected strains. Based on the tests carried out, the
efficacy of the studied strains in the control of pineapple rot in sugarcane was confirmed.
In conclusion, the biocontrol agents can be used in the treatment of stalks prior to planting,
as a prophylactic measure for the control of pineapple rot and, also, as a rooting promoter
for the crop, including in the production of pre-sprouted seedlings (PSS). In all tests out,
the CEN1277 strain identified as belonging to the T. asperelloides species, stood out
among the other strains from the Collection, and showed similar results to those verified
with the commercial strain that has been indicated for the disease control. Therefore, this
strain can be made available for the development of a new bioproduct, supplying the
growing market demand for biological fungicides.

Keywords: biological control, pineapple rot disease, Saccharum spp.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil € um dos maiores produtores de cana-de-agucar do mundo, por isso tem
posicdo de destaque no ranking dos maiores produtores de agucar e do biocombustivel
etanol (Silva 2018; YARA 2021). Esta espécie botanica é fonte de produtos destinados a
culinaria, ao setor de biocombustiveis e outros subprodutos com destaque para a
economia mundial (Goes et al., 2008; Medeiros 2015). A cultura esta presente em todas
as regides do territério nacional, com destaque para a regido Sudeste como a maior
produtora (CONAB 2021).

A cana-de-agUcar foi descrita por Linneau em 1753, que a nomeou genericamente
de Saccharum e pertence a familia botanica das Poaceaes (Magro et al., 2011; Rodrigues
& Ross 2020). A cultura € proveniente do Sul e Sudeste Asiatico, tendo como centro de
origem, para a espécie Saccharum barberi, a india e, para a espécie Saccharum
officinarum, a Ilha de Nova Guiné. O género pertence a familia Poaceae e possui seis
espécies, sendo S. officinaram a principal e mais utilizada em programas de
melhoramento genético, devido as caracteristicas de melhor desempenho agrondmico.
Entretanto, sua produtividade pode ser afetada pois, diversos problemas sanitarios, com
criticos danos potenciais, podem prejudicar o desenvolvimento da cultura (Nocelli et al.,
2017).

Dentre as doencas que acometem a cultura, pode-se destacar a podriddo-abacaxi,
doenca causada pelo fungo imperfeito Thielaviopsis paradoxa (De Seynes) von Héhn. O
fungo produz microconidios (artroconidios), hialinos, pequenos, eretos e eliminados na
forma de bastonetes em cadeia. Outra forma de conidios produzidos por T. paradoxa sao
0s macroconidios (clamiddsporos) ovais, pardo-escuros, com volume 3 a 4 vezes maior
que o dos microconidios e originarios de conidioforos curtos, a partir de hifas mais velhas
(Edgerton 1958; Sansoli-Chanquinie 2015; Ferreira 2018). Sua fase perfeita
(teleomorfica) e o fungo Ceratocystis paradoxa (De Seynes) Moreau) (Gheller 1995).

Thielaviopsis paradoxa é um fungo polifago, presente em quase todas as regides
onde a cultura da cana-de-agUcar esta estabelecida (Medeiros 2015). Ataca também outras
culturas (bananeira, abacaxizeiro e coqueiro, por exemplo) e pode sobreviver em restos
de cultura e em forma de clamiddsporos (estruturas de sobrevivéncia) por mais de um ano
no solo. O fungo penetra o interior dos tecidos a partir de ferimentos e, como o caule da
cana-de-agucar (colmo) é seccionado para o plantio, a area cortada permite a penetragao

a partir das extremidades dos toletes. Ap6s a infecgdo, é possivel observar um
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encharcamento do tecido que, com o avanco da podrid&o torna-se avermelhado. Com o
progresso da doenca, essa coloragdo vai se alterando para cinza, parda-escura e,
finalmente, negra (Sansoli-Chanquinie 2015). O sintoma mais tipico dessa doenca é o
odor agradavel exalado, devido a fermentacédo dos tecidos, similar ao cheiro de abacaxi,
motivo pelo qual a doenca foi nomeada podriddo abacaxi; esse odor € mais acentuado no
periodo inicial da doenca, quando os toletes ainda possuem reservas de agucar
(Tokeshi1997).

A busca por potenciais agentes de biocontrole tornou-se um fator de grande
relevancia nos ultimos anos, devido a preocupacdo com os impactos causados pelo uso
recorrente de defensivos agricolas (Pinheiro et al., 2018). Os fungos do género
Trichoderma possuem diversas habilidades e sdo capazes de se desenvolverem em
condi¢cdes ambientais adversas, além disso, sdo capazes de aumentar o desempenho
agrondmico de culturas através da promocdo de crescimento e/ou ganho em
produtividade (Bettiol et al., 2019). Diversos estudos demonstram a capacidade de
Trichoderma spp. para inibir o crescimento micelial de inimeros patgenos, incluindo-
se Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii, que possuem estruturas de sobrevivéncia,
os esclerddios, cujas formacéo e germinacdo dificilmente sdo afetados pelos métodos de
controle mais comuns (Igbal e Mukhtar, 2020; Silva et al., 2020).

A Colecdo de Agentes de Controle Bioldgico de Fitopatogenos e Plantas
Daninhas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) contém mais
de 1600 isolados de Trichoderma. Alguns desses vém sendo estudados quanto a
habilidade em controlar diferentes fitopatdgenos e possuem elevado potencial como
agentes de biocontrole de doencas de plantas causadas por fungos habitantes do solo
(Silva et al., 2020; Botelho, 2022). O mercado brasileiro de biofungicidas conta com mais
de 30 produtos a base de Trichoderma (AGROFIT, 2022), entretanto, apenas um desses
produtos esta indicado para o controle da podridao abacaxi da cana-de-aglcar. Com base
nisso, o objetivo desse trabalho foi avaliar linhagens de Trichoderma da Cole¢do quanto

a supressao de Thielaviopsis sp. in vitro e in vivo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia econdmica da cana-de-actcar no Brasil

A introducdo da cana-de-agucar no territrio brasileiro ocorreu por volta do
século XVI. A partir desse momento, 0 agucar passou a ganhar importancia na economia
colonial, de modo que o periodo entre os séculos XVI e XVII, foi caracterizado, pelo
momento histérico, como “Ciclo do Agtcar”. Desde entdo até os dias de hoje, a produgio
canavieira se encontra em grande parte relacionada as demandas do mercado
internacional (Fontanetti & Bueno, 2017; Aradjo & Araujo Sobrinho 2020; NOVACANA
2021). A cultura se estabeleceu primeiramente na Regido Nordeste, considerada o polo
de producéo e cultivo da época, pela boa adaptacdo as condicGes de solo e clima tropical
brasileiros (Silva 2018; Araljo & Araujo Sobrinho 2020).

O Brasil é hoje o maior produtor mundial de cana-de-aglcar (Silva 2018),
seguido pelos paises india, China e Tailandia (YARA 2021). Na década de 1970, com a
crise do petroleo e a consequente elevacdo do preco desse produto no mercado
internacional a patamares elevados, foi dada a largada para a producdo do alcool
combustivel no pais. Assim, em 1975 foi criado o Programa Nacional do Alcool
(Proalcool), para substituir a gasolina pelo etanol. O Proalcool impulsionou o
desempenho da cultura e foi responsavel pelo estabelecimento de usinas de producdo e
beneficiamento do alcool e do aglcar (Carneiro et al., 2015; Fontanetti & Bueno, 2017;
Aradjo & Araljo Sobrinho 2020). Ofereceram-se incentivos fiscais e crédito a baixas
taxas de juros aos produtores de cana-de-acicar como forma de viabilizar o
desenvolvimento, pelas industrias automobilisticas, de automdveis movidos a alcool.
Estes alcancaram grande sucesso na decada de 1980. Entretanto, uma queda acentuada no
preco do barril de petroleo bruto no mercado, na década seguinte, diminuiu a vantagem
do alcool em relacdo a gasolina. Os usineiros, por sua vez, passaram a priorizar a
producdo de agucar para 0 mercado internacional. J& no inicio deste século, uma nova
crise do petroleo trouxe de volta o interesse pelo alcool como combustivel. O destaque
nesse periodo foi a criagdo dos automoveis bicombustiveis (flex fuel), que imprimiu novo
folego ao consumo do alcool como biocombustivel. Dessa forma, a producéo canavieira
vem garantindo um equilibrio no fluxo comercial agucar x alcool, além de exercer papel
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importante na estratégia energética para um desenvolvimento sustentavel. E importante
enfatizar que o alcool, em substituicdo ao combustivel féssil (gasolina), firmou-se como
fonte de energia limpa cada vez mais adotada por se tratar de uma opg¢ao menos poluente,
em que pese o preco elevado do agucar no mercado das commaodities (Goes et al., 2008;
Filippin, 2021). Acresce-se a isso, 0 fato de gerar subprodutos e detritos que sao
aproveitados para a cogeracdo de energia elétrica, fabricacdo de racdo animal e
fertilizantes para as lavouras (Araujo 2018; Filippin, 2021). Dessa forma, a cana-de-
acucar € uma das culturas de maior destaque socioeconémico para o Brasil, visto que o
setor sucroalcooleiro do pais compreende um grande polo industrial, gerando inimeros
postos de trabalho e colocando o pais em posi¢cdo de maior produtor de aglcar e segundo

maior produtor do biocombustivel etanol no mundo.

2.2. Aspectos biologicos e agronémicos da cultura

A cana-de-agucar foi descrita por Linneau em 1753, que a nomeou
genericamente de Saccharum (Magro et al., 2011; Rodrigues & Ross 2020). A cultura é
proveniente do Sul e Sudeste Asiatico, tendo como centro de origem, para a espécie
Saccharum barberi, a india e, para a espécie Saccharum officinarum, a Ilha de Nova
Guiné; ambas foram disseminadas para as demais regides a partir da migracdo humana,
comecando a ser comercializadas, principalmente, na costa do Mar Mediterraneo e
chegou nas Américas atraves da expansao maritima (SYNGENTA 2021; Rodrigues &
Ross 2020).

O género pertence a familia Poaceae e possui seis espécies, sendo S. officinaram
a principal e mais utilizada em programas de melhoramento genético, devido as seguintes
caracteristicas: capacidade em acumular altos teores de sacarose, boa pureza do caldo e
qualidade das fibras que a tornam ideal para moagem. Por outro lado, sendo altamente
suscetivel a pragas e doencas, € amplamente utilizada em cruzamentos, gerando
diferentes hibridos interespecificos mais resistentes (Aradjo 2018; Matos 2022). A cana-
de-agUcar é uma planta de metabolismo do tipo C4, ou seja, apresenta elevada capacidade
para converter energia radiante em energia quimica. Entretanto, essa conversdo é mais
efetiva quando certos parametros, como luz, concentracdo de CO- e disponibilidade de
agua, nutrientes e temperaturas, encontram-se em situacdes ideais (Magro et al., 2011;
Carneiro et al., 2015; Matos 2022).
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O processo de fotossintese da cana é um fator de grande importancia para o meio
ambiente, em se tratando de uma planta C4, que absorve maior quantidade do CO:
acumulado na atmosfera. Esse gas carb6nico em grandes quantidades para a cultura
reflete em maior producdo de biomassa de raizes, colmos e folhas, consequentemente,
aumento na produtividade. Isso resulta, também, em sequestro de carbono do meio
ambiente, o que contribui para redugédo do aquecimento global e do efeito estufa, em prol
de seu préprio desenvolvimento em biomassa (Magro et al., 2011)

O clima ideal para o desenvolvimento da cultura € o tropical ou subtropical,
sendo, o primeiro, predominante no Brasil. Esse clima é caracteristico da regido Centro-
Sul do pais, onde atualmente se localiza a maior produgdo nacional (Chapola 2014;
Medeiros 2015). O cultivo da cana-de-agucar pode ocorrer em diferentes épocas do ano.
Porém, no Centro-Sul existem dois momentos de plantio: o periodo de janeiro a marco,
que configura o0 melhor momento para desenvolvimento das plantas, conhecido como
plantio de ano e meio e o de outubro e novembro, denominado plantio de ano (Brandi et
al., 2018). Essa janela de plantio € 0 momento em que a cana-de-agucar terd um periodo
de 15 a 18 meses para se desenvolver. Assim a cultura terd maiores produtividades a partir
do primeiro corte. Entretanto, este € o momento que favorece o aparecimento de
podridGes, devido as baixas temperaturas, e assim prejudica o desenvolvimento da cultura
(Brandi et al., 2018; Ferreira et al., 2018; Dias 2011; Ferreira et al., 2008).

O estado de S&o Paulo se destaca n cultivo dentro do territdrio nacional, devido
as condicBes climaticas favoraveis para cultura em praticamente todas as areas de
cultivadas (CONAB 2021) e, também pela tecnificagdo avangada e grande investimento
na industria sucroenergética (Domingues 2014; Fontanetti & Bueno, 2017).

Entre os fatores que podem interferir no desenvolvimento da cultura, a
temperatura € o mais importante. Temperaturas abaixo de 21° C podem afetar
drasticamente a brotacdo, portanto o ideal é de 31° a 36°C. No Centro-Sul, plantios
realizados entre a primeira quinzena de abril e a primeira semana de setembro, estardo
expostos ao clima frio e seco, limitando as brotagdes e favorecendo a incidéncia de

podriddes, como é o caso da podriddo abacaxi (Chapola 2014).

2.3. Thielaviopsis (De Saynes) Hohn. agente causal da podriddo abacaxi
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Thielaviopsis spp. € um género de fungos composto por fitopatdgenos de grande
importancia para diferentes culturas, como é o caso do coco (Cocos nucifera L.) e o dendé
(Elais guinensis Jacq.), entre outras palmeiras, além do cacau (Theobroma cacao L.) e da
banana (Musa spp.). Todas essas culturas contribuem com o aumento da fonte de indculo
(Pinheiro et al., 2018; Ferreira 2018; Alhudaib et al., 2022). O agente etioldgico da
podriddo abacaxi da cana-de-agUcar tem sido relatado como Thielaviopsis paradoxa, (de
Seynes) von Hoéhn na fase anamorfica, imperfeita ou assexuada como € encontrado na
cultura. Na fase teleomorfica (perfeita) trata-se de Ceratocystis paradoxa (Gheller 1995),
pertencente ao filo Ascomycota, familia Ceratocystidaceae. Apesar do fato de que no
Brasil ndo ocorrem as condi¢des mais propicias ao crescimento da fase sexual, ha relatos
de C. paradoxa causando a podriddo pds-colheita na cultura do coco (Tokeshi1997; Pinho
et al., 2013), no pais.

A fase assexuada do fungo foi relatada na cultura do abacaxi pela primeira vez
no ano de 1886, por De Seynes, que 0 nomeou como Sporochisma paradoxum. Em 1892
Saccardo se referiu a0 mesmo fungo pelo nome de Chalara paradoxa (De Seynes) Sacc.
Ja em 1893, Went relatou a espécie Thielaviopsis ethaceticus como causador de uma
grave doenca na cana-de-acUcar em Java, Indonésia. Em 1904, Von Hohnel mostrou que
os fungos identificados e descritos por De Seynes e Went eram 0 mesmo, ja que ele
suspeitava tratar-se do fungo causador de uma doenga em coqueiros, a qual vinha
estudando; ambos teriam se combinado, formando a espécie hoje conhecida como
Thielaviopsis paradoxa.

Dade, em 1928, encontrou o fungo Ceratostomella paradoxa (de Seynes) que
acreditava ser o estagio sexual e que posteriormente foi renomeado como Ceratocystis
paradoxa por Moreau em 1952 (Cook, 1933; Alvarez et al., 2012; Nascimento et al.,
2019; Uzan, 2019). Em 2014, De Beer e colaboradores propuseram o uso de um Unico
nome para 0 mesmo fungo nas fases perfeita e imperfeita. Assim, na familia
Ceratocystidaceae, muitos fungos do complexo Thielaviopsis foram realocados no
complexo Ceratocystis, devido a estudos moleculares mostrarem um aumento na
diversidade de espécies dentro do género.

O patdgeno € considerado agressivo e de dificil controle, infectando
monocotileddneas, entre essas, gramineas e palmaceas; € capaz de sobreviver no solo por
longos periodos de modo saprofitico, principalmente, em restos de culturas e associa-se
também as doencas de plantas que sofrem algum tipo de estresse, como déficit nutricional

e/ou hidrico. Sua dispersdo ocorre pela chuva, ventos, insetos e ferimentos causados por
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ferramentas utilizadas na colheita, em tratos culturais ou para erradicacdo de plantas
doentes (Tokeshi1997; Nascimento et al., 2019)

O fungo possui microconidios (artroconidios) hialinos, pequenos, eretos,
produzidos sobre conidioforos e liberados na forma de bastonetes em cadeia; estes sao
responsaveis pela rapida disseminacdo do patégeno. Ja 0s macroconidios
(clamidosporos), formados nas hifas mais velhas a partir de numerosas ramificacdes séo
produzidos em conidi6foros curtos, de coloragdo pardo-escuros, com tamanho 3 a 4 vezes
maior que o0 microconidio e atuam como estrutura de sobrevivéncia, ja que permanecem
viaveis em condicdes climaticas adversas. Na fase sexuada, formam-se estruturas
fechadas (peritécios) e dentro delas produzem-se as ascas que contém 0s ascOSporos
(Edgerton 1958; Sansoli-Chanquinie 2015; Ferreira 2018).

O patdgeno infecta cana-de-agUcar a partir de ferimentos ou cortes nas mudas e
ndo por penetracdo direta ou por aberturas naturais como estbmatos (Tokeshi1997). Este
fato possui relevancia, pois o plantio dessa cultura quando realizado mecanicamente
favorece a infecgdo pelo patdgeno, ja que os colmos sdo seccionados para o plantio e,
desse modo, oferecem portas de entrada para o patdgeno (Medeiros 2015). Segundo
Gheller (1995), o seccionamento € necessario para impedir a dominancia apical entre as
gemas e favorecer a brotacdo da maioria delas.

Inicialmente, os sintomas sdo observados nas extremidades do tolete, por onde
0 patégeno foi inserido, em forma de encharcamento do tecido a partir do corte,
progredindo para dentro do colmo. Observa-se a formagdo de um tecido avermelhado,
devido a producdo de substancias de defesa pela planta (Tokeshi1997; Borges et al., 2019;
Nascimento et al., 2019). O n6 é considerado como uma barreira fisica, uma estrutura de
dificil colonizacdo, mas quando a infeccdo ocorre em variedades altamente suscetiveis,
pode acontecer de toda a muda ou colmo serem infectados (Medeiros 2015).

De acordo com o0 avanco da podriddo, a coloragdo dos tecidos vai sendo
modificada, primeiramente fica cinza, em seguida pardo-escura e, por fim, negra, devido
aos clamidésporos maduros. No momento em que os tecidos ficam negros, somente a
casca das mudas permanece intacta, pois os feixes fibrovasculares internos ficam soltos
e recobertos por uma massa negra de esporos; o desenvolvimento do sistema radicular é
inibido, devido a producdo de etileno pela planta. Algumas mudas infectadas podem
brotar, desenvolvendo a parte aérea e o sistema radicular. Poréem, estas apresentam

crescimento retardado e, em certo ponto, inibido, podendo morrer antes de emergirem da
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superficie do solo. Em qualquer caso, o desenvolvimento é lento, resultando em plantas
fracas, que morrem na competicdo com plantas vizinhas ou espontaneas.

Uma das formas mais recorrentes para a identificacdo da podriddo abacaxi € o
odor agradavel que é exalado a partir da fermentacdo dos colmos e que se apresenta mais
acentuado nos momentos iniciais da infeccdo, quando a muda/tolete ainda possui reservas
de sacarose (Wismer 1961; Tokeshi1997; Chapola 2014; Uzan 2019). A liberagédo do
cheiro de abacaxi estd intimamente ligada a fermentacéo, pois durante esse processo €
produzido o acetato de etila, um gas fitotoxico induzido no tecido da planta hospedeira
pelo fungo T. paradoxa, provocando o efeito destrutivo as brotacdes e enraizamento das
mudas (Chapola 2014; Borges et al., 2019; Nascimento et al., 2019).

Os toletes de cana-de-acucar, em condi¢Ges normais de solo e temperatura,
desenvolvem-se rapidamente, emitindo raizes e brotacBes das gemas, estabelecendo
assim uma populacdo de perfilho satisfatéria. Entretanto, as brotacfes podem ser
prejudicadas por fatores de solo como, temperatura muito baixa, alta umidade ou muito
baixa e cobertura de solo muito espessa sobre os toletes. Esses sdo fatores que
desfavorecem a brotacéo das gemas e oferecem ao patdgeno mais tempo para colonizagéo
do tecido. Conforme Boyd e Galli (1966) o patdgeno s6 possui vantagem sobre as gemas
que demoram mais de 16 dias para brotarem, tempo necessario para se desenvolver e
atacar as brotacdes. Porém, uma gema sadia comeca o brotamento com até 15 dias, a
depender da variedade cultivada, portanto, existe uma corrida no tempo entre a brotacdo
da gema e a invasao pelo patdgeno (Gheller 1995).

No campo, 0s prejuizos causados por essa doencga podem ser devastadores, pois,
as areas em que a doenca esta presente apresentam falhas e geram irregularidades. As
perdas sdo mais significativas em canaviais de solo argilosos e mal drenados, podendo
chegar a 47% de perdas na germinacdo e reducdo da produtividade entre 31% e 35%
(Talukder et al., 2007). As plantas com brotacdes precérias afetam todos os cortes do
canavial. Em casos muito severos de falhas, ha necessidade de realizar o replantio, o que
configura prejuizo (Wismer 1961; Chapola 2014).

O fungo T. paradoxa possui formas de sobrevivéncia e disseminagdo que €
favorecido pela elevada esporulagdo quando colonizam as mudas, sendo assim, seguida
a etapa de colonizacgéo o tecido apodrece e, com isso, uma grande quantidade de esporos
é liberada no solo. Estes constituem inoculo para os proximos plantios (Raid 2012). De

acordo com Rott et al. (2000), a sobrevivéncia do fungo no solo pode durar até 15 meses.
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Os esporos liberados concentram-se nos primeiros 25 ¢cm de profundidade do solo
(Wismer 1961; Raid 2009).

Existem relatos de que T. paradoxa pode ser disseminado por insetos vetores.
De acordo com Parra et al., (2003) identificou-se o transporte do fungo por besouros da
espéecie Rhynchophorus palmarum, coledptero cujas plantas hospedeiras sdo da familia
Arecaceae, como 0 coqueiro, que também é hospedeiro deste patdgeno. Postulou-se,
assim, que exista uma ligagao entre o inseto e T. paradoxa.

Como medidas de controle da podriddo abacaxi da cana-de-acUcar, estdo as que
auxiliam no processo de brotacdo das gemas, por abrirem portas de entrada para o fungo,
portanto, a escolha de cultivares que apresentem rapida brotacdo, resultam boas respostas
para o0 controle da doenca (Tokeshil997). Outro fator que deve ser levado em
consideracdo sobre as gemas € a idade, pois quanto mais novas forem as gemas, mais
rapidamente elas brotam, e quanto mais velhas a brotacdo é retardada (Casagrande 1991).

Para minimizar a ocorréncia de T. paradoxa, recomenda-se 0 correto manejo da
cultura, desde o preparo do solo: descompactacdo do solo e eliminagéo de torrdes, para
facilitar a emergéncia das brotaces das gemas; plantio mais raso, para diminuir o tempo
de emergéncia (Uzan 2019); escolha da época de plantio adequada, contribuindo para a
reducdo da incidéncia do patégeno. Os plantios de verdo mostram-se desfavoraveis a
ocorréncia da podriddo abacaxi. Entretanto, nos casos em que nao é possivel escolher o
momento do plantio, langa-se mao do uso de fungicidas para controle, principalmente em
regides que possuem historico da doenca na area (Chapola 2014).

Talukder et al. (2007) observaram, por meio de ensaios de laboratério, que uma
linhagem do fungo Trichoderma harzianum, inibiu o crescimento micelial de T.
paradoxa. No mesmo trabalho, os autores verificaram, que mudas de cana-de-agucar
tratadas com o fungo antagonista apresentaram indices superiores de brotacdo e

produtividade comparada as mudas néo tratadas.

2.4. Fungos do género Trichoderma como agentes de biocontrole

A populagdo mundial cresce de maneira exponencial e as mudancas climaticas
pelas quais o planeta vem passando constituem um grande desafio para o setor agricola
global: combinar aumento da producdo de alimentos e sustentabilidade em meio ao

estresse abiotico, de forma a minimizar também a ocorréncia de patégenos e pragas nas
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lavouras (Bettiol & Morandi 2009). Por isso, atengdo vem sendo dada a associacdo de
métodos de controle bioldgico de pragas e doengas a outras medidas de manejo, desde
que compativeis. O manejo integrado de doencas (MID) contribuiriam para a reducao da
necessidade do uso de fungicidas quimicos altamente poluentes (Bettiol 1991; Pinheiro
et al.,2018) e que vem intensificando as adversidades climaticas.

O controle bioldgico/biocontrole foi definido por BAKER e COOK (1983) como
sendo a reducdo do metabolismo e/ou intensidade do indculo causador da doenca, seja
ela provocada por patdgenos ou parasitas, que podem estar em estado de dorméncia ou
atividade, utilizando outros organismos de maneira natural ou por meio de manipulagédo
antrdpica. O biocontrole é uma alternativa eficaz que pode ser utilizada individualmente,
e dependendo do organismo utilizado, podera surtir efeito por um periodo maior se
comparado com fungicidas sintéticos. Os organismos que comp&em o controle bioldgico
tém capacidade de se estabelecerem, colonizarem e se dispersarem pelo ambiente em que
foram inseridos e com isso reduzir a densidade do patégeno (Mello et al., 2007).

Nos ultimos anos 0 mercado de produtos bioldgicos tem avancado no Brasil. De
acordo com o MAPA (Ministério da Agricultura e Abastecimento) (2021) foram
registrados 95 produtos de controle bioldgico no ano de 2020; atualmente estdo
disponiveis aos agricultores um total de 411 biopesticidas, formulados para diferentes
grupos de patdgenos e inimigos naturais. Dentre esses produtos registrados para o
controle bioldgico incluem-se bactérias e fungos indicados para uso contra diferentes
pragas que acometem as culturas, como é o caso do fungo Beauveria bassiana, utilizado
no controle de insetos-praga; diferentes espécies do género Bacillus, que sdo eficientes
no controle de algumas espécies de insetos-praga, fungos, bactérias e nematoides em
diferentes culturas (AGROFIT, 2022), a depender da espécie. Entre os fungos agentes de
biocontrole, destaca-se o0 género Trichoderma. Este é o principal agente de biocontrole
de doencas fungicas e compde a maioria dos produtos bioldgicos registrados para controle
de doencas. Além da capacidade de antagonizar outros microrganismos por diferentes
mecanismos de acdo, Trichoderma spp. atuam também na promocao do crescimento de
plantas (AGROFIT, 2022; Montalvéo et al., 2020; Silva et al., 2011).

O género Trichoderma foi descrito por Persoon em 1794 (Teleomorfo:
Hypocrea), como pertencente ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Ordem Hypocreales,
Familia Hypocreaceae (NCBI 2021). Trata-se de fungos filamentosos de vida livre, que
se reproduzem assexuadamente e sdo encontrados com mais frequéncia em solos de

regides de clima temperado e tropical (Machado et al., 2012). Rifai (1969) descreveu o
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fungo a partir de observaces microscopicas, como se segue: conidioforo geralmente
ramificado em diferentes niveis e estes podem apresentar apéndices estéreis em algumas
espécies; nas extremidades dos conidioforos formam-se as células conidiogénicas do tipo
fidlides, onde sdo produzidos os conidios e estes podem ser unicelulares, globosos ou
elipsoidais. As caracteristicas desses esporos sdo variaveis de acordo com a espécie e
comumente sdo hialinos ou mais frequentemente verdes, com parede lisa, rugosa ou
estriada.

Os fungos do género Trichoderma, sdo microrganismos naturalmente
encontrados no solo. Sua principal caracteristica morfoldgica é a formacdo de micélio,
com coloragéo inicialmente branca, e crescimento acelerado. Com a idade, as colonias
poderdo apresentar aspecto cotonoso e compacto, com tufos verdes. A quantidade de
conidios de pigmentacdo verde confere a coloracdo da col6nia, de diferentes nuances de
verde (Saito et al., 2009).

Por serem amplamente distribuidos no solo e apresentarem capacidade para
hiperparasitar fungos fitopatogénicos e/ou estabelecer interaces benéficas na rizosfera
de plantas cultivadas, espécies de Trichoderma sdo utilizadas em tratamento de sementes
ou aplicados em vastas areas de cultivo para o controle bioldgico de doencas de plantas e
promocao do crescimento vegetal. Por isso, trabalhos de pesquisa com Trichoderma spp.
vem sendo cada vez mais demandados. E importante mencionar que, pela
compatibilidade do fungo com outros métodos de controle de doencas, 0 mesmo pode ser
integrado a outras técnicas de manejo de doencas (Carvalho et al., 2015; Abreu e
Pfenning, 2019).

O potencial das espécies de Trichoderma como agente de controle bioldgico foi
reconhecido primeiramente por Weindling (1936), que realizou em série de pesquisas na
década de 1930, determinando a acdo micoparasitica desse fungo sobre o patdgeno
Rhizoctonia. Desde entdo, vérias espécies do género vém sendo pesquisadas e
desenvolvidas como agentes de biocontrole para diversos patégenos (Mello et al., 2007).

A capacidade de Trichoderma para controlar/reduzir o efeito negativo causado
por outros microrganismos se deve a diferentes mecanismos de acdo desenvolvidos por
este fungo (Sharma 2011). Os mecanismos de biocontrole além de complexos, sdo
influenciados pelas condi¢cdes ambientais e pela presenca de outros microrganismos
(Howell, 2003). Dentre os mecanismos de a¢do desenvolvidos por Trichoderma estéo os

de contato direto que séo a antibiose, 0 micoparasitismo e a competicdo por espaco e
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nutrientes; como interacdo indireta estdo a inducdo de resisténcia e promocdo de
crescimento de plantas (Kumar 2013; Machado et al., 2012; Mello et al., 2020).

Antibiose é 0 mecanismo que consiste na associagao entre dois organismos com
prejuizos ao menos para um dos dois, em razdo da producdo de compostos
antimicrobianos, principalmente metabolitos secundarios (MSs), sejam eles metabolitos
volateis (MVs) ou metabolitos ndo volateis (MNVs). Os compostos incluem antibidticos,
enzimas liticas, substancias volateis, sider6foros, peptideos, proteinas, fendis, terpenos,
policetideos, entre outros (Benitez et al. 2004; Marques et al., 2018; Mello et al., 2020).
Ensaios in vitro demonstraram a capacidade de metabdlitos secundarios produzidos por
espécies de Trichoderma para inibir o crescimento micelial de fitopatégenos de solo,
como de Sclerotium rolfsii, Verticillium dahliae, e S. sclerotiorum (Isaias et al., 2014).
Em outro estudo realizado avaliando inibicdo do crescimento, mas nesse caso,
encontrava-se a fase anamodrfica Ceratocystis paradoxa na cultura do coqueiro, as
espécies antagonistas T. viridae, T. harzianum e T. polysporum inibiram em até 60% o
crescimento de C. paradoxa (Kannangara et al., 2017).

Micoparasitismo € um processo que consiste na destrui¢do da parede celular do
fitopatdgeno, que pode ocorrer pela acdo de enzimas hidroliticas extracelulares
produzidas pelos agentes de biocontrole (Melo 1998). A interacdo entre patdgeno-
hospedeiro exige um periodo longo de contato, que pode ser fisico ou metabdlico com
digestdo de enzimas hidroliticas como, quitinases, proteases, glucanases e lipases (Bettiol
1991; Romao-Dumaresq et al., 2012). Por meio da liberacdo de estimulos quimicos pelo
patdégeno, o micoparasita o identifica e ataca as hifas, estruturas de reproducdo e de
sobrevivéncia e, assim, reduz a quantidade de inéculo e, consequentemente, a infeccao
(Steindorff, 2016).

Ja a competicdo é a interacdo entre dois organismos, ou mais, que estdo em busca
de um mesmo recurso, cComo espaco, nutrientes, agua, e o uso destes reduz a quantidade
disponivel para o outro (Bettiol 1991; Mello et al., 2020). Para que os fitopatogenos sejam
capazes de infectar a hospedeira, eles precisam, em sua maioria, penetrar e colonizar o
tecido da planta internamente, entretanto, os agentes de biocontrole agem justamente
nesse processo, impedindo o acesso aos nutrientes da hospedeira pelo fitopatdgeno. Dessa
forma, é considerado um bom agente de biocontrole de fungos aquele que apresenta
rizocompeténcia, ou seja, habilidade em colonizar raizes vegetais, ocupando os sitios de
penetracdo/infecgdo que sdo utilizados pelo patdégeno (Mello et al., 2020; Montalvéo et
al., 2020).
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O mecanismo indireto de inducdo de resisténcia, também conhecido como
inducdo de protecdo ou imunidade, é o processo em que as plantas estdo expostas a algum
fator que possa apresentar risco para ela, seja bidtico ou abiotico, e, com isso, ativa seus
mecanismos de defesa latentes (Pascholati et al., 2019). A inducdo de resisténcia e a
promocdo de crescimento sdo fatores que estdo interligados, pois, a planta mantém-se
protegida e em crescimento constante mesmo com a presenca do patégeno. Em um estudo
realizado por Silva e colaboradores (2011), foram avaliados isolados de Trichoderma para
promocdo de crescimento e inducdo de resisténcia em pepineiro no controle de
Colletotrichum lagenarium, agente causal da antracnose, os resultados obtidos para
promocdo de crescimento atingiram 100% e a protecdo da cultura contra antracnose
88,39%.

Existem relatos de Trichoderma antagonizando T. paradoxa por diferentes
mecanismos de acdo. Vale citar os trabalhos conduzidos por Silva e colaboradores (2019)
por ensaios in vitro utilizando o método de culturas pareadas (Weindling 1932),
utilizando Trichoderma spp. contra os fungos T. paradoxa e Fusarium oxysporum. Os
autores relataram a inibicdo do crescimento dos patdgenos em 83,61% para Fusarium
oxysporum e 79,16% para T. paradoxa. Talukder e colaboradores (2007) realizaram
ensaios in vitro, mostrando que houve inibicdo do crescimento micelial de T. paradoxa.
e invivo foi demostrado que a brotacéo e produtividade apresentaram resultados melhores
qguando comparados as mudas ndo tratadas com o antagonista. Esses sdo resultados
satisfatorios utilizando uma linhagem T. harzianum.

A podriddo abacaxi na cana-de-acUcar pode causar danos irreversiveis ao
estabelecimento da cultura, levando, em alguns casos, ao replantio, pelo ndo brotamento
devido a severidade da doenca. Considera-se, portanto, que Trichoderma spp. podem
apresentar-se como aliados ao sistema de manejo da cana-de-agucar em condicdes de
campo e podem ser integrados de maneira que venha a proporcionar maior resisténcia e

produtividade para a cultura.
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3. JUSTIFICATIVA

Thielaviopsis spp., causador da podriddo abacaxi, tem sido responsavel por
sérios prejuizos a cultura da cana-de-agucar. O fato de a podriddo abacaxi impedir,
principalmente, a brotacdo das gemas e se referir a um patdgeno de solo, reveste-se de
importancia, especialmente pela dificuldade na aplicacdo de medidas de controle. O
Centro-Oeste do Brasil vem se firmando na exploracgdo dessa cultura. Entretanto, a janela
de plantio para essa regido coincide com a estacdo de inverno, caracterizada por baixas
temperaturas, entre 19° C a 25° C, favoravel a ocorréncia da doenca. Certas
espécies/linhagens de Trichoderma atuam como agentes de biocontrole por diferentes
mecanismos de acdo e possuem potencial para serem utilizados no controle desta doenca.
Entre os mecanismos de acdo desses fungos, estdo a antibiose, 0 micoparasitismo e a
producdo de compostos organicos volateis (COVs) e ndo volateis. Esses fungos sdo
também relatados como promotores de crescimento e indutores de resisténcia de plantas
a doencas. No entanto, ainda se conhece pouco sobre as intera¢fes de linhagens de
Trichoderma contra o patégeno Thielaviopsis sp., alvo deste estudo. Dessa forma, foi
proposto, nesta dissertacdo de mestrado, avaliar a capacidade antagonica das linhagens
de Trichoderma da Colecdo da Embrapa contra esse patdgeno e determinar 0s
mecanismos de a¢do envolvidos no biocontrole. A escassez de informagdes disponiveis
na literatura especializada, como verificado na principal plataforma brasileira para busca
de trabalhos cientificos (Periodicos CAPES) sobre o tema, justificou a realizacdo deste

trabalho, com os objetivos descritos a seguir.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral
Avaliar o potencial de linhagens de Trichoderma para o controle da podriddo

abacaxi da cana-de-acucar, através de ensaios in vitro e in vivo.

4.2. Objetivos especificos
. Avaliar quinze linhagens de Trichoderma quanto a capacidade para inibir o

crescimento micelial de Thielaviopsis sp. por meio de ensaios in vitro como,
pareamento de culturas;

Il.  Avaliar a inibicdo do crescimento micelial de Thielaviopsis sp. por compostos
organicos volateis e ndo volateis termoestaveis produzidos por Trichoderma spp.

I11.  Realizar ensaios para comparac¢édo entre linhagens de Trichoderma da Colecédo da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia com a linhagem comercial
registrada para controle da doenca, quanto a capacidade de suprimir o
patdégeno/doenca, em laboratorio e casa de vegetacao.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Local dos experimentos

Os ensaios in vivo e in vitro foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia
e em casa de vegetacdo, ambos na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN), em Brasilia, Distrito Federal, no periodo compreendido entre janeiro de
2022 a novembro de 2022.

5.2. Origem e preservacdo das linhagens Trichoderma utilizadas e do patdgeno
Thielaviopsis sp.

Os isolados de Trichoderma utilizados neste estudo (Tabela 1) pertencem a
Colecdo de Agentes de Controle Biol6gico da Embrapa abrigada no CENARGEN e foram
escolhidos com base em testes anteriormente conduzidos com outros patdégenos. A
linhagem comercial (ESALQ-1306), descrita como pertencente a espécie T. harzianum,
foi incluida neste estudo, pelo fato de ela ser indicada para controle da doenga em questao,
essa linhagem foi inserida na Colecdo através do seu cultivo monospérico e adquiriu o
codigo CEN219. As culturas, apos reativacio em meio a base de Batata-Dextrose-Agar
(BDA), foram mantidas a temperatura de 10° C, em tubos de ensaio contendo 20 ml do
mesmo meio. Para a instalacdo dos experimentos, amostras retiradas desses tubos de
ensaio foram cultivadas por cinco dias em placas de Petri contendo meio BDA.

O patdgeno Thielaviopsis sp. (CEN1647) foi isolado a partir de amostras de
cana-de-agucar ‘RB074046°, que apresentava os sintomas de escurecimento dos tecidos
e 0 odor de abacaxi. Realizou-se o plaqueamento de partes do tecido do colmo que
indicavam a transigéo entre o tecido sadio e o infectado. As col6nias crescidas em meio
BDA apresentavam coloragdo escura e observou-se, em exames microscopicos, os dois
tipos de esporos unicelulares caracteristicos de Thielaviopsis: microconidios pequenos,
hialinos em forma de bastonete em cadeia; macroconidios cilindricos a ovais, ou até
mesmo, levemente elipsoides e de coloragdo pardo-escura (Figura 1). Essas
caracteristicas foram relatadas por autores ao realizarem a identificacdo morfologica de
Thielaviopsis sp. (Edgerton, 1910; Tokeshi 1997; Nascimento et al., 2020; Alhudaib et
al., 2022)
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Tabela 1. Linhagens de Trichoderma pertencentes a Colecdo de Microrganismos para o
Controle Biologico de Fitopatogenos e Plantas Daninhas do CENARGEN e produto
comercial a base de Trichoderma empregados neste estudo.

N° Cadigos Espécie Solo/substrato Local de origem
1 CEN 162 T. asperelloides Arroz Goianira/GO
2 CEN 167 Trichoderma sp. Goiaba Rio Verde/GO
3 CEN 201 T. asperellum Solo da raiz de Vochysiaceae Itacaja/TO
4 CEN 281 T. afroharzianum  Algodao Copebras/GO
5 CEN 287 T. afroharzianum  Algodao Copebras/GO
6 CEN 288 T. rifaii Algodao Copebras/GO
7 CEN 511 T. brevicompactum  Goiaba Petrolina/PE
8 CEN 1070 Trichoderma sp. Tomate Brasilia/DF
9 CEN 1075 Trichoderma sp. Tomate Brasilia/DF
10 CEN 1080 Trichoderma sp. Tomate Brasilia/DF
11 CEN 1242 T. azevedoi Milho Rajadinha/DF
12 CEN 1277 T. asperelloides Salsa Rajadinha/DF
13 CEN 1513 T. koningiopsis Cacau Manaus/AM
14 CEN 1546 T. afroharzianum Pantanal Poconé/MT
15 CEN 1559 T. asperelloides Pantanal Poconé/MT
16 CEN219 T. harzianum 3 . -
(ESALO-1306) Formulagéo comercial
17 CEN1647 Thielaviopsis sp. Cerrado Nativo Tuverlandia/GO

Figura 1. Microconidios e macroconidios de Thielaviopsis sp. visualizados ao
microscopio optico/40x. A: Colbnia cultivada em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA). B:
macroconidios (aleuroconidios ou clamidosporos) em cadeia maduros (seta azul) e

imaturos (seta vermelha). C: microconidios (artroconidios) (seta amarela).

32



5.3. Experimentos

5.3.1. Pareamento de culturas

Para o experimento acerca da inibicdo do crescimento micelial foram
previamente cultivados em meio batata-dextrose-agar (BDA) o patogeno (Thielaviopsis
sp.), o antagonista (Trichoderma spp. e a linhagem comercial ESALQ-1306), em camara
de crescimento (25°C), dotada de fotoperiodo (12 horas), por 5 dias. Discos de micelio (5
mm de @) retirados de cada colénia foram colocados a 1 cm da borda de uma nova placa
de Petri (90 mm @) contendo 0 mesmo meio de cultura, em lados opostos (Weindling,
1932 &1934). O tratamento controle/testemunha consistiu na placa que continha apenas
0 patdgeno em uma das extremidades da placa. As avaliagdes do crescimento micelial
foram realizadas a partir do momento em que ocorreu a ocupacdo completa da superficie
da placa em que continha apenas o fungo fitopatogénico, aos 3 dias apds incubacédo (DAI),
esta analise foi realizada para obtencdo dos dados estatisticos. Houve uma segunda
avaliacdo qualitativa das placas que ocorreu apos 4 dias da primeira avaliacao, totalizando
7 dias de incubacéo.

Ao fim do periodo de cultivo, foram tomadas as medidas do didametro das
coldnias com auxilio de uma régua milimetrada. Os calculos de percentuais de inibi¢do
foram realizados pela férmula: |1 = (C-T/C) x 100, onde | = indice de inibicdo (%); C
didametro das coldnias na placa controle e; T = diametro das coldnias do patdgeno nos
pareamentos. Cada tratamento continha quatro repeti¢des, o experimento foi conduzido
duas vezes em delineamento inteiramente casualizado. Os dados obtidos, percentuais de
inibicdo do crescimento micelial, foram submetidos a analise de variancia, e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o software Sisvar
5.6 (Ferreira, 2011).

5.3.2. Testes de producdo de compostos orgénicos volateis bioativos

Na exposic¢ao aos compostos organicos volateis, os isolados de Trichoderma spp.

foram previamente cultivados em meio BDA, por 5 dias, a 25° C e fotoperiodo de 12
horas. Discos (5 mm de @) do meio contendo o micélio foram transferidos para bases de
novas placas de Petri (90 mm @), contendo meio BDA. Apds incubacdo por 96 horas a
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25°C e fotoperiodo de 12 horas, discos de meio BDA colonizado por Thielaviopsis sp.
foram transferidos para outras bases de placas, também contendo o meio BDA. Em
seguida, as bases que continham o patégeno foram sobrepostas aquelas em que estava o
Trichoderma. Para realizacdo desse experimento, as linhagens de Trichoderma foram
cultivadas quatro dias (96 horas) antes da montagem do experimento de atmosfera
compartilhada, devido a relatos de que quando o antagonista estd em sua fase de
esporulacgdo, sua capacidade para inibir o crescimento micelial do patégeno é maior (Silva
et al., 2021). Para unir as bases das placas sobrepostas, foi utilizado Parafilm. O conjunto
foi selado com filme plastico transparente. Em cémara de crescimento a 25°C com
fotoperiodo de 12 horas, as combina¢des foram distribuidas ao acaso, mantendo sempre
0 patdégeno na posicdo superior do conjunto. Os tratamentos controle/testemunha
consistiram em combinacgdes de placas que continham o patdgeno na parte superior e
apenas meio BDA na parte inferior (Dennis & Webster, 1971).

As avaliagOes foram realizadas quando o tratamento controle, havia colonizado
todo o meio BDA. Tomaram-se as medidas do didmetro das coldnias com auxilio de uma
régua milimetrada, conforme mencionado anteriormente Os calculos de percentuais de
inibicdo foram dados pela formula: | = (C-T/C) x 100, onde | = indice de inibicao (%); C
didmetro das colénias na placa controle e; T = didmetro das col6nias do patégeno nos
pareamentos. O experimento foi conduzido duas vezes em delineamento inteiramente
casualizado. Os dados obtidos, percentuais de inibicdo do crescimento micelial, foram
submetidos a analise de variancia e, as médias, comparadas pelo teste de Scott-Knott a

5% de probabilidade, utilizando o software Sisvar 5.6 (Ferreira, 2011).

5.3.3. Testes para deteccdo de compostos termoestaveis bioativos em filtrados de

cultura

O patogeno Thielaviopsis sp. foi exposto aos filtrados de culturas das oito
linhagens de Trichoderma, apds autoclavagem. Para isso, foram distribuidos 150 ml de
meio liquido (Batata-Dextrose-BD) em frascos Erlenmeyer com capacidade de 250 ml.
Os frascos receberam trés discos de micélio das coldénias de Trichoderma,
individualmente. As culturas foram mantidas sob agitacdo por sete dias, a 26+1°C, com
rotacdo de 150 rpm (rotagGes por minuto). Os filtrados foram, entdo, coletados em gaze

esterilizada e incorporados, individualmente, a aliquota de meio BDA destinada ao

34



cultivo do patogeno, na proporcdo de 25% (Guimardes et al., 2016, adaptado). Apds
autoclavagem a (temperatura de 121 °C por 20 minutos), os meios contendo filtrado de
Trichoderma foram vertidos em placas de Petri (90 mm de @) e um disco de micélio de
5 mm de diametro (&), colonizado com patogeno foi depositado centralmente na
superficie do meio. Placas contendo meio sem adi¢do de filtrado de Trichoderma foram
utilizadas como tratamento controle/testemunha. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com nove tratamentos (isolados de Trichoderma
+ controle/testemunha) e quatro repeti¢des, conduzido em triplicata.

A avaliacdo foi realizada a partir da medicdo dos diametros das col6nias do
patdgeno e calculo das porcentagens de inibi¢do do crescimento micelial. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e, as médias, comparadas pelo teste de Scott-Knott, a

5% de probabilidade, utilizando o software Sisvar 5.6 (Ferreira, 2011).

5.34. Exposi¢cdo aos compostos organicos volateis produzidos pelas linhagens
de Trichoderma em diferentes fases de desenvolvimento

Com base nos resultados obtidos nos ensaios in vitro anteriores, foram
selecionadas quatro linhagens com os melhores resultados de supressao do patdgeno para
que fossem avaliadas em casa de vegetacdo. Essas linhagens foram testadas em outros
dois ensaios in vitro, para verificar o melhor tempo de inibicdo que possam ocorrer em
um ambiente de campo. Para tanto, foi realizado o primeiro ensaio, para o qual se utilizou
a metodologia do item 5.3.2, porém, com algumas alteracdes. O antagonista foi
previamente cultivado e adotado o sistema fechado apds os diferentes periodos de cultivo,
quais foram: 96 horas, 72 horas, 48 horas, 24 horas e 0 hora. Discos de cultura das
linhagens de Trichoderma foram transferidos para o centro de placas de Petri (90 mm
didmetro de @) contendo meio BDA e acondicionadas em camara de crescimento a
25+1°C e fotoperiodo de 12 horas, cada placa preparada com o respectivo tempo de
crescimento. O patdgeno foi repicado somente no dia da montagem do sistema, utilizando
0 mesmo procedimento, sendo o disco de cultura colocado no centro de outras bases de
placa de Petri, sobre o meio BDA. Foram, ent&o, sobrepostas as bases de placas com o
antagonista, combinado ao patdgeno, sendo o sistema vedado com Parafilm ® e selado
com pléstico filme transparente. Em cdmara de crescimento a 25+1°C com fotoperiodo

de 12 horas, as combinagdes de culturas foram distribuidas de maneira casualizada,
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mantendo sempre 0 patdégeno na posicdo superior do conjunto. O experimento foi
realizado em duplicata. Os tratamentos controle/testemunha foram preparados da mesma
forma, porém consistindo em combinac@es de placas com o patégeno na parte superior,
e a inferior, contendo meio BDA sem 0 antagonista.

A avaliacdo foi realizada a partir da medicdo dos diametros das coldnias dos
patdgenos e calculo das porcentagens de inibicdo do crescimento micelial, em relagdo ao
controle utilizando a formula: 1 = (C — T) /C x 100, onde | representa a porcentagem de
inibicdo, C o valor da medida de diametro da cultura dos patégenos nos tratamentos
controle e T, dos valores dos tratamentos com a presenca do antagonista. 3

Foram elaborados modelos de ANOVA na tentativa de representar o
comportamento de cada linhagem para comparacgéo entre elas e entre 0s tempos. Para
tanto, os modelos seguiram a ideia sobre como as interacBes podem indicar diferenca
entre as amostras. Portanto, dentre os modelos elaborados o que melhor representa as
amostras ¢ o modelo ‘completo’: Y~T+P+T*P, onde Y ¢ a variavel resposta, ou seja, o
ICM (indice de crescimento micelial), T é o tratamento, representado pelas linhagens, P
é o tempo e T*P é referente a interacdo. Este modelo considera interacdo entre o
tratamento e o tempo e, além disso, corrobora a inspec¢éo visual no grafico de interacdo
que de fato, parece sinalizar a ocorréncia dela. O gréafico de residuos padronizados, gerado
pelo programa R, mostrou um razoavel padrdo de homoscedasticidade e normalidade.
Ambas as situacbes sdo requisitos da ANOVA. Finalmente, foram realizadas

comparag6es multiplas de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

5.3.5. Avaliacdo da severidade da podriddo abacaxi em cana-de-aglicar na

presenca de Trichoderma spp.

O segundo ensaio mencionado no item 5.3.4, descrito a seguir, foi conduzido
com a variedade CTC20, suscetivel ao patdgeno. Comumente o plantio de cana-de-agtcar
é realizado com colmos que possuem entre 3 e 5 gemas. Um fator importante sobre a
guantidade de gemas é a barreira fisica que a regido nodal representa, ja que ela dificulta
a progressdo da infeccdo causada pelo patdgeno a gema, devido a maior quantidade de
tecido vegetal até que seja possivel atingi-la. O presente estudo foi realizado com o
objetivo de avaliar o efeito das linhagens de Trichoderma nas condi¢Ges de auséncia de

regido nodal, impedindo que ocorressem interferéncias desse fator fisiologico da planta,
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de modo a verificar se 0 antagonista favoreceria a brotacdo das gemas, minimizando
assim a agdo do patogeno.

Para obtencéo das suspensdes de Trichoderma spp. e Thielaviopsis sp., ambos
foram previamente cultivados em arroz parboilizado (200 g/saco de polietileno)
umedecido (60% pv-1) e autoclavado (121 °C; 40 min). Foram adicionados doze discos
de cultura de 5 mm de didmetro de cada linhagem. Prepararam-se quatro repeticdes de
cada linhagem de Trichoderma e do antagonista. Os sacos foram selados e, durante o
periodo de incubacdo (13 dias), o conteudo de cada saco foi esboroados em dias
alternados para melhor crescimento e esporulacdo dos fungos. Para o preparo das
suspensoes flngicas, cada saco recebeu 400 ml de &4gua destilada estéril e apds agitacao,
a parte liquida foi coletada e filtrada em gaze estéril. Todas as suspensbes foram
reservadas para posterior contagem de conidios. As concentracdes foram ajustadas para
1x108 e 1x10° para Trichoderma spp. e Thielaviopsis sp. (Wickramasinghe et al, 2015;
Ajayi et al., 2016)), respectivamente, com o auxilio de uma cAmara de Neubauer.

Os mini toletes de cana-de-agUcar, apds serem submetidos a desinfestacéo
superficial com alcool 70% (5 minutos), hipoclorito de sodio 1% (8 minutos) e trés
lavagens em agua estéril (1 minuto cada), foram mantidos na cdmara em temperatura
ambiente, até o tratamento com o antagonista. A suspensao final de Trichoderma continha
1 litro, onde quatro mini toletes, que correspondem as repeticdes por tratamento, foram
imersos por um periodo de 60 minutos. Para tanto, foram revolvidos a cada 15 minutos
aproximadamente, evitando-se assim a decantacdo da suspensao fungicas, com auxilio de
um bastéo de vidro. Ja os tratamentos testemunha inoculada e ndo inoculada com o
patdégeno foram imersos em &gua destilada autoclavada. A inoculacdo do patégeno foi
realizada ap0s a inoculacdo com Trichoderma spp., utilizando borrifadores manuais
previamente ajustados para aspergir 1 ml de suspensdo (Wickramasinghe et al, 2015) nos
cortes laterais dos mini toletes. Por fim, os mini toletes foram acondicionados em caixas
do tipo Gerbox previamente esterilizadas (11 cm x 11 cm x 3,5 cm) e forradas com papel-
filtro umedecido com &gua estéril (Figura 2). O material assim preparado foi incubado

em camara de crescimento a 25+1°C e fotoperiodo de 12 horas por 7 dias.
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Figura 2. Esquematizacdo do ensaio com Gerbox, contendo o mini tolete de uma
repeticdo referente a testemunha apds 7 dias de incubagdo (sem qualquer dos
tratamentos).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
sete tratamentos, sendo eles: linhagens de Trichoderma, cepa comercial e testemunhas
(com e sem indculo). Cada tratamento contou com quatro repeticdes, e 0 experimento foi
executado em duplicata. As avaliacBes consistiram na observacdo da colonizacdo do
tecido do mini tolete da cana-de-agUcar pelo antagonista e pelo patdgeno e mensuragao
da severidade da doenca a partir de uma escala de notas variando de 1 a 5, adaptada de
Sansoli-Chanquinie (2015). Essas adaptacdes consistiram na adicdo de porcentagens de
tecidos afetado para que pudesse ser realizada a analise estatistica, sendo assim, a
estatistica dos dados referentes as notas foram avaliadas com base na média de
porcentagem.

As observacOes visuais dos sintomas da doenga foram realizadas ao longo do
seu desenvolvimento (Figura 3), nota 1= 0% do colmo infectado, sem sintomas, 2= 25%
do colmo infectado, avermelhamento das fibras internas, 3= 50% do colmo infectado com
necrose de coloragdo parda ocorrendo da extremidade para o centro, 4= 75% do colmo
infectado apresentando necrose de coloragéo pardo-escura e 5= 100% do colmo infectado
com necrose por toda a extenséo do tecido interno, atingindo coloragdo negra e exalando
o0 odor caracteristico de esséncia de abacaxi. Para andlise estatistica foram utilizadas as
porcentagens inseridas em cada nota, e estas foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) e tiveram suas médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (P<0,05) através
do programa Sisvar 5.6 (Ferreira 2011).
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Figura 3. llustracdo da escala de notas empregada na avaliacdo da severidade da doenca
causada por Thielaviopsis sp. em mini toletes de cana-de-agUcar da variedade CTC20.
Sendo A: referente a nota de severidade 1. B: referente a nota 2. C: referente a nota 3. D:
referente a nota 4 e E: referente a nota 5.

5.3.6. Acdo de linhagens de Trichoderma quanto ao controle da podridao abacaxi

da cana-de-agUcar, em casa de vegetacéo,

Foi testada in vivo a capacidade de linhagens de Trichoderma em suprimir o
patégeno, Thielaviopsis sp., em trés ensaios, sendo que o primeiro ficou definido como
um ensaio preliminar para observar o desenvolvimento da cultura e avaliar a eficacia da
metodologia empregada. Portanto, os dados do primeiro experimento ndo foram aqui
utilizados. Em todos os experimentos seguiu-se a janela de plantio de cana de ano-e-meio,
executado entre 0s meses de maio a agosto. Esse periodo é caracterizado por temperaturas
baixas, tipicas do periodo de inverno, no qual as brotacdes sdo prejudicadas por este fator,
além de assim, favorecerem a incidéncia de doengas.

Dessa forma, objetivou-se testar a influéncia do agente de biocontrole sob o
desenvolvimento da planta e controle da doencga-alvo em experimento desenvolvido em
casa de vegetacdo. A cultivar utilizada, disponibilizada pela Embrapa Cerrados, foi a
CTC20, suscetivel ao patégeno. A metodologia seguida para o tratamento dos mini toletes
foi a mesma para descrita no item 5.3.5, diferindo apenas na quantidade final de
suspensdo, que passou a ser 2 litros, mantendo a concentracdo de Trichoderma spp. de
1x108 conidios/ml para imersdo de 10 mini toletes referentes a cada tratamento com o
antagonista e as testemunhas inoculada com o patdgeno e sem tratamento estas foram
imersas em agua destilada autoclavada. O plantio foi realizado em sacos plasticos com
capacidade para 5 litros, preenchidos com solo esterilizado Embrapa, sendo este, um

latossolo vermelho proveniente de barranco (Figura 4).
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Figura 4. Montagem e execucao do ensaio em casa de vegetacdo. A: Mini toletes sendo
imersos em suspensdo de Trichoderma spp. na concentragdo de 1x102 por 60 minutos. B:
Retirada dos mini toletes da suspensdo. C: Patdgeno sendo aplicado via aspersdo na
concentragdo de 1x10° em cada lado do mini tolete e D: Plantio em sacos com capacidade
para 5 litros.

Em todas as execucdes dos ensaios in vivo foram utilizadas quatro linhagens da
Colecéo (CEN281, CEN1277, CEN1513 e CEN1546) e uma cepa comercial (ESALQ-
1306). Assim como no ensaio in vitro, foram incluidas duas testemunhas, uma inoculada
apenas com o patdgeno e outra sem nenhum tratamento, um mini tolete sadio.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo por um periodo de 48 dias, em
delineamento inteiramente casualizado com 10 repeti¢6es por tratamento (Figura 5). Para
analise estatistica, cada um dos plantios foi considerado um bloco. O primeiro
experimento, apesar de ter desconsiderado para analise, foi mantido em casa de vegetacédo
entre os dias 21 de junho a 08 de agosto; o segundo entre 12 de julho a 28 de agosto
(considerado como primeiro ensaio) e o terceiro de 16 de agosto a 03 de outubro
(considerado como segundo ensaio). Durante o periodo experimental, as plantas foram

irrigadas conforme a necessidade.
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Figura 5. Plantas de cana em casa de vegetacdo aos 45 dias apos o plantio.

Ao final do ensaio, as plantas tiveram suas alturas e didmetro do colmo
mensurados, em seguida, foram retiradas dos sacos de plantio e lavadas cuidadosamente
com agua corrente para retirada do solo restante. Entdo, em laboratério, as raizes foram
separadas da parte aérea e em seguida colocadas, separadamente, em sacos de papel pardo
para secagem em estufa a 80° C por 48 horas, para determinacdo do peso seco. Ja 0s
colmos apds retirada das raizes, foram cortados longitudinalmente para observacdo da
severidade da doenca e submetidos a andlise qualitativa em escala de notas, conforme a
escala descrita no item 5.3.5.

Os dados da altura, diametro do colmo, peso seco de parte aérea e peso seco de
raizes foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, as médias, comparadas pelo
teste de Tukey (P<0,05) com o uso do programa R. J& os dados sobre a severidade da
doencga foram obtidos com base em escala de notas (Sansoli-Chanquinie 2015, adaptado)
e, para andlise estatistica, foram utilizadas as porcentagens observadas em cada nota.
Esses dados foram também submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott (P<0,05), utilizando o programa Sisvar 5.6 (Ferreira
2011).

Foram elaborados dois modelos de ANOVA na tentativa de representar o
comportamento de cada linhagem em casa de vegetacdo para as diferentes varidveis que
foram avaliadas. Para tanto, os modelos seguiram a ideia sobre como os tratamentos
influenciam nas variaveis respostas, representando melhor essa situacdo o modelo Y ~ T,

onde Y é a variavel resposta (fator) que esta sendo avaliada e T o tratamento com as
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linhagens de Trichoderma, e com isso indicar se os tratamentos explicam os resultados
encontrados para cada fator avaliado. Seguidos a isso, 0 modelo escolhido passou um por
testes de normalidade e heterocedasticidade e homoscedasticidade, os testes apresentaram
variacOes entre a normalidade e hetero e homoscedasticidade, motivo que pode ser
explicado pois, nas duas execucdes realizadas todos os dados analisados apresentaram-se
desbalanceados, pois ndo possuiam o mesmo numero de repetices, que pode ter sido
ocasionado pela ndo brotacdo de gemas, que é afetada pelo patégeno. Dessa forma, o
procedimento de comparacdo multipla entre os tratamentos foi realizado conforme o
procedimento descrito por Herberich et al. (2010). Segundo os autores, o procedimento
desenvolvido funciona bem em cenérios biologicamente realistas de tamanhos de grupos

desequilibrados ou heterogéneos, de ndo normalidade e heterocedasticidade.

6. RESULTADOS

6.1. Inibicdo do crescimento micelial de Thielaviopsis sp. pelos isolados de
Trichoderma pelo método de pareamento de culturas

Tanto as linhagens da Colecdo da Embrapa Cenargen quanto a comercial
inibiram o crescimento micelial do patdégeno em pelo menos 38,61%. Os resultados
obtidos foram divididos em oito diferentes grupos. Os melhores resultados foram
observados nos dois primeiros grupos, cujos valores ultrapassaram os 70% de inibicao,
com destaque para CEN281 (T. afroharzinum), CEN287 (T. afroharzianum), CEN288 (T.
rifaii) e CEN1546(T. afroharzianum) (Tabela 2).

Apesar de algumas linhagens néo apresentarem bons resultados aos 3DAI, estas
foram capazes de se sobreporem a colénia do patdégeno aos 7DAI e apresentarem
esporulacdo ou clareamento visivel na pigmentacdo na coldnia do patégeno. Este fato foi
observado, principalmente, em CEN162 (T. asperellum), CEN167 (T. harzianum),
CEN201 (T. asperellum), CEN1070 (Trichoderma sp.) e CEN1075 (Trichoderma sp.)
(Figura 5). Zonas/halos de inibicdo ndo foram observadas, devido ao crescimento
acelerado do patégeno e do antagonista, fazendo com que a competi¢do por espaco e

nutrientes fosse acirrada.
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Tabela 2. Analise estatistica da inibicdo do crescimento micelial médio (ICM%) aos 3
DAI de Thielaviopsis sp. em teste in vitro de pareamento de culturas com 15 linhagens
de Trichoderma e uma cepa de produto comercial

Linhagens Espécie ICM (%)
CEN162 T. asperelloides 60,5£3,79 e*
CEN167 Trichoderma sp. 52,2+1,06 g
CEN201 T. asperellum 38,6+1,66 h
CEN281 T. afroharzianum 76,3+1,66 a
CENZ287 T. afroharzianum 73,6£1,06 b
CENZ288 T. rifaii 75,8+0,55 a
CENS511 T. brevicompactum 55,8+2,1f
CEN1070 Trichoderma sp. 41,1+1,57 h
CEN1075 Trichoderma sp. 54,7+1,06 f
CEN1080 Trichoderma sp. 65,8+1,06 d
CEN1242 T. azevedoi 60,5£3,79 e
CEN1277 T. asperelloides 68,3£2,31
CEN1513 T. koningiopsis 66,6+2,22 d
CEN1546 T. afroharzianum 73,6£1,66 b
CEN1559 T. asperelloides 65+2,31 d

CEN219 (ESALQ-1306) T. harzianum 39,7£2,4 h
CV** (%) 3,07

*Valores seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas ndo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05).

*Coeficiente de Variacéo (%).

Em geral, os valores médios de inibi¢do do crescimento micelial do patégeno variaram
de 38,6% a 76,3% (Tabela 2, Figura 6). Todas as linhagens de Trichoderma foram
capazes de sobrepor a colonia do patdégeno. Apesar de a linhagem comercial ndo ter
exibido uma das melhores médias de inibi¢do do crescimento de Thielaviopsis sp., com
base na analise visual da placa, a colonia do patdgeno apresentou coloragdo mais clara
em comparagdo com o controle, sugerindo, portanto, que a presenca do fungo antagonista

afetou o crescimento do fungo fitopatogénico.
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ontrole

Figura 6. Culturas pareadas de Trichoderma spp. e Thielaviopsis sp. apés trés dias de
incubacdo. A: CEN162. B: CEN167. C: CEN201. D: CEN281. E: CEN287. F: CEN288.
G: CEN511. H: CEN1070. I: CEN1075. J: CEN1080. K: CEN1242. L: CEN1277. M:
1513. N: CEN1546. O: CEN1559 e P: ESALQ-1306.

Observou-se que algumas das linhagens, apesar de ndo apresentarem 0s
melhores resultados em relacdo a média de inibicéo, visivelmente as coldnias estdo sobre
0 patégeno (Figura 7), como é o caso em CEN167 (T. harzianum), CEN1070
(Trichoderma sp.) e CEN1075 (Trichoderma sp.). Nesses casos, as col6nia do antagonista
aparentemente se desenvolve pelas laterais da placa e pode-se inferir que esta foi uma
forma de atacar o patdgeno ou tentativa de atingi-lo no ponto inicial de crescimento. No
caso do CEN1080 (Trichoderma sp.), a coldnia do antagonista apresenta 0 mesmo
comportamento, mas é possivel observar que aos sete dias do inicio da incubacédo (Figura
7)) a coldnia do patdgeno quase ndao pode ser observada. O mesmo ocorreu,
principalmente, com as linhagens que apresentaram os melhores resultados de inibicéo

do crescimento micelial, onde o patégeno foi encoberto pelo micélio do antagonista.
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Controle

Figura 7. Culturas pareadas de Trichoderma spp. e Thielaviopsis sp. apds sete dias de
incubacdo. A: CEN162. B: CEN167. C: CEN201. D: CEN281. E: CEN287. F: CEN288.
G: CEN511. H: CEN1070. I: CEN1075. J: CEN1080. K: CEN1242. L: CEN1277. M:
1513. N: CEN1546. O: CEN1559 e P: ESALQ-1306.

Com base nos resultados obtidos no experimento de pareamento de culturas,
foram selecionadas as oito melhores linhagens, com melhores indices de inibicdo do
crescimento micelial do patégeno aos trés dias de incubacdo. Levou-se em conta que essas
linhagens alcancaram bons resultados aos trés dias de cultivo frente a esse patégeno de
crescimento rapido e agressivo, podendo-se inferir uma tendéncia a apresentar bons
resultados também em outros experimentos em que serdo avaliados outros mecanismos

de acdo de Trichoderma.

6.2. Inibicdo do crescimento micelial de Thielaviopsis sp. por meio da exposi¢do aos
compostos organicos volateis de linhagens de Trichoderma

Foram utilizadas oito linhagens do antagonista, incluindo a comercial. A

avaliacdo do crescimento micelial do patdgeno em atmosfera compartilhada resultou na
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inibicdo do crescimento do patdgeno por todas as oito linhagens; as porcentagens de
inibicdo foram de pelo menos 19% e formaram-se dois diferentes grupos estatisticos
(Tabela 3). As linhagens que apresentaram melhores resultados foram CEN1277 (T.
asperelloides) e a comercial CEN2019 (ESALQ-1306 - T. harzianum). Qutras duas
linhagens pertencentes a Colecdo que apresentaram resultados superiores a 30% de
inibicdo foram CEN281 (T. afroharzianum) e CEN1242 (T. azevedoi). Apesar de o
antagonista ter sido cultivado por um periodo de 96 horas antes da montagem do conjunto,
algumas linhagens ndo foram capazes de inibir totalmente a formagdo de micélio do

patdgeno, indicando como o patégeno € agressivo e de rapido crescimento (Figura 7).

Tabela 3. Andlise estatistica da inibicdo do crescimento micelial médio (ICM%) de
Thielaviopsis sp. por compostos organicos volateis (COVs) de Trichoderma spp. e
linhagem comercial

Linhagens Espécie ICM (%)
CEN281 T. afroharzianum 32,5+16,05 b*
CENZ287 T. afroharzianum 24,5+6,95 b
CENZ288 T. rifaii 19,0+6,42 b
CEN1242 T. azevedoi 30,5%6,77 b
CEN1277 T. asperelloides 65,9+6,09 a
CEN1513 T. koningiopsis 20,5£8,81 b
CEN1546 T. afroharzianum 21,945,37 b

CEN219 (ESALQ-1306) T. harzianum 62,0+10,9 a
CV** (%) 26,04

*Valores seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas ndo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05).

**Coeficiente de Variacdo (%).

Além dos dados sobre o indice de crescimento micelial, foi possivel observar que os
resultados de porcentagens de ICM (%) condizem com o comportamento do patdgeno
quando em contato com a coldnia de Trichoderma que ja estava cultivado ha 96 horas
(Figura 8).
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Figura 8. Culturas de Thielaviopsis sp. ap6s trés dias de exposicdo aos compostos
organicos volateis emitidos por Trichoderma spp. A: CEN281. B: CEN287. C: CEN288.
D: CEN1242. E: CEN1277. F: CEN1513. G: CEN1546 e H: ESALQ-1306.

6.3. Inibicdo do crescimento micelial de Thielaviopsis sp. ap0s a exposi¢do aos

filtrados de isolados Trichoderma

Quando crescido em meio contendo filtrados de culturas de Trichoderma,
Thielaviopsis, foi inibido pela maioria das linhagens do antagonista (Tabela 4. Figura 9).

Os tratamentos com as linhagens CEN1513 (T. koningiopsis), CEN1546 (T.
afroharzianum) e CEN1277 (T. asperelloides), foram os que apresentaram melhores
resultados, com porcentagens medias de 39,1; 21,8 e 19,2%, respectivamente. A linhagem
comercial foi a que apresentou mostrou-se superior, com inibicdo em 57,2% do
crescimento micelial, dados estes obtidos na primeira execugdo. Haja vista que o0 ensaio
foi repetido trés vezes e alguns tratamentos apresentaram variaces na inibicdo que
podem ter sido ocasionadas por fatores externos ndo controlados. Apenas CEN1546 (T.
afroharzianum) permaneceu inibindo o crescimento do patdgeno nos trés experimentos
executados, com valores medios de inibicdo, variando entre 21,8% e 31,8%, conforme
Tabela 4.
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Tabela 4. Andlise estatistica da inibicdo do crescimento micelial de Thielaviopsis sp.
por filtrados termoestaveis de cultura de Trichoderma spp. e cepa de produto comercial

) ) ICM (%)
Linhagens/Espécies
Execucéo 1 Execucéo 2 Execucéo 3
CEN281 — T. afroharzianum 0+0 d* 36,29+2,79 a 31,94+2,33 b
CEN287 — T. afroharzianum 0+0d 0+0d 44 58+1,23 a
CENZ288 —T. rifaii 2,2+256d 29,0245,76 b 4472+2 29 a
CEN1242 —T. azevedoi 0+0d 0+0d 0+0d
CEN1277 —T. asperelloides 19,2+7,8 ¢ 12,77+7,85 ¢ 0+0d
CEN1513 — T. koningiopsis 39,1+4,71 b 4,72+3,28 d 0+0d
CEN1546 — T. afroharzianum 21,8+2,64 c 31,85+1,78 b 24,30+2,32 ¢
CEN219 (ESALQ-1306) T.
) 57,2+3,27 a 0+0d 0+0d
harzianum
CV** (%) 13,39 25,2 8,16

*Valores seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas néo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05).

**Coeficiente de Variacédo (%).

Figura 9. Culturas de Thielaviopsis sp. crescidas em meios contendo filtrados
termoestaveis de Trichoderma spp. na primeira execugdo apos trés dias de incubagdo. A:
CENZ281. B: CEN287. C: CEN288. D: CEN1242. E: 1277. F: CEN1513. G: 1546 e H:

ESALQ-1306.

6.4. Exposicdo aos compostos organicos volateis pelas linhagens de Trichoderma em

diferentes fases de desenvolvimento
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Verificou-se interacdo entre os fatores tratamento versus tempo, de acordo com as

andlises que se seguem, tratamento x tempo (Figura 10) e tempo x tratamento (Figura 11).

¢do T x Tempo Interagdo T x Tempo

281 —— 281
- 1277
1513
1546 A
Tric

- 1217
- 1513

1546
“ = Tric

botf
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\
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T T T T T T T T
24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h

Figura 10. Interacdo tratamento versus tempo de cultivo. A esquerda execucdo 1; a direita
execucéo 2.
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Figura 11. Interacio tempo de cultivo versus tratamento. A esquerda execucdo 1; a direita
execucéo 2.

A interacdo tratamento x tempo (Figura 10, grafico a esquerda) evidencia-se ao
observar a linhagem ESALQ-1306 (‘Trich’) que inicialmente nos tempos 24 ¢ 48 horas

nado apresentaram diferencgas estatisticas significativas. J& os tempos 72 e 96 horas,
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parecem diferir das linhagens da Colecdo da Embrapa Cenargen. Entretanto, esse
resultado ndo se repete, como pode ser observado na figura 10, a direita, em que a
linhagem que parece diferir das demais é CEN1277, no tempo 96 horas. Ja na Figura 11
a interacdo tempo x tratamento indica que os menores indices de inibicdo ocorreram em
24 horas, em ambas as execucdes. Para as linhagens CEN1277 e ESALQ-1306 (‘Tric’),
0s maiores indices se apresentaram em 72 horas, aparentemente, diferindo dos demais
tempos na primeira execucao (Figura 11 a esquerda). Na segunda execuc¢do (Figura 11 a
direita) o tempo 96 horas parece diferir dos demais apenas para a linhagem CEN1277.

Utilizando quatro linhagens selecionadas para serem avaliadas em casa de
vegetacdo (CEN281, CEN1277, CEN1513, CEN1546) juntamente com a comercial
(ESALQ-1306), o experimento dos COVs foi executado na linha do tempo. Todas as
linhagens foram capazes e inibir o crescimento do patdgeno a partir do tempo de 24 horas
de incubacdo das culturas, seguido pelos periodos de incubacao de 48 horas, 72 horas e,
finalmente, 96 horas. O tempo 0 (zero) hora ndo apresentou valores de inibi¢do e foi
excluido das andlises. Estas foram feitas de duas formas: primeiro a inibicdo de cada
tratamento nos diferentes tempos de crescimento do antagonista; segundo, a inibicdo em
cada tempo, isoladamente, dentro dos diferentes tratamentos.

O ensaio foi realizado em duas vezes e, para alguns tratamentos ndo houve uma
consisténcia de resultados quanto a inibicdo tanto entre tratamentos, quanto nos diferentes
tempos, nas duas execugOes. Isto pode ter ocorrido por se tratar de um organismo vivo
e/ou por fatores externos ndo controlados. Na primeira execu¢do do ensaio, o tempo de
desenvolvimento das coldnias para o qual se verificaram os menores valores médios de
inibicdo (1,5 a 8,8%), em todos os tratamentos, foi 0 de 24 horas de crescimento do
antagonista. Ja& no tempo 48 horas de crescimento, as linhagens CEN1513 (T.
koningiopsis), com 32,3%, e CEN1546 (T. afroharzianum), com 37,9%, apresentaram
melhores indices de inibicdo, quando comparados ao tempo 72 horas, em que ocorreu
reducdo na inibicdo. As linhagens que apresentaram melhores valores medios de inibicéo,
crescidas ap0os 72 horas, foram CEN281 (T. afroharzianum), CE1277 (T. asperelloides)
e ESALQ-1306 (T. harzianum), com 39,3%, 52,5% e 65,6%, respectivamente. No tempo
de 96 horas todas as linhagens apresentaram reducdo dos percentuais de inibicdo,
indicando que a emissdo de metabdlitos volateis ocorre principalmente entre os tempos

de 48 e 72 horas de crescimento do antagonista (Tabela 5. Figura 12).
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Tabela 5. Analise estatistica da inibicdo do crescimento micelial de Thielaviopsis sp. por
COVs produzidos em diferentes fases de desenvolvimento de Trichoderma spp. na
primeira execucao

ICM (%) — Linhagens de Trichoderma

CENZ219
CEN281 CEN1277 CEN1513 CEN1546
Tempo T. afroharzianum  T. asperelloides  T. koningiopsis  T. afroharzianum (ESALQ'BOG)
T. harzianum
24 horas 1,8+3,61 a* 8,8+12,31a 0+0a 45+7,43 a 1,5+3,05a

48 horas 37,0+10,94 b 40,6+558 bc 32,3+16,07b 37,9+461Db 22,9+947 b
72 horas 39,3%+9,98 b 52,5+358 b 31,5+6,15b 30,6+10,59 b 65,6+3,43 C
96 horas 35,8+4,76 b 25,2+6,22 ac  25+6,71b 225+1453ab 46,3+5,85¢C

*Valores seguidos pelas mesmas letras minUsculas nas colunas néo diferem entre si, segundo teste de Tukey (P<0,05).

Figura 12. Col6nias de Thielaviopsis sp. desenvolvidas sob exposi¢cdo aos compostos
organicos volateis de Trichoderma spp., na primeira execucao. As figuras nas colunas,
em A: CEN281. B: CEN1277. C: 1513. D: 1546 e E: CEN219. Nas linhas, as respectivas
horas.
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Ja na segunda execucéo do ensaio ocorreram algumas alteracdes nas porcentagens
de inibicdo entre tempos de crescimento e entre os tratamentos, com as linhagens de
Trichoderma (Tabela 6). Porém, isso ndo descarta a capacidade do antagonista em inibir
o crescimento micelial do patégeno, em se tratando de um microrganismo vivo que pode
sofrer alteracGes nos seus mecanismos de ac¢do, devido a modificacdes no meio externo
ndo controladas. Ainda assim, é possivel notar como as placas que continham o
antagonista nos diferentes tempos de crescimento inibiram relativamente pouco (no caso
de 24h de cultivo, conforme mostra a Figura 12), quando comparada com a placa controle
que continha apenas o patdgeno (Figura 14).

Ao considerar-se a interacdo envolvida entre os tratamentos e o tempo de cultivo,
como ja foi mencionado e ilustrado anteriormente (Figuras 10 e 11), o modelo de
ANOVA gerado para representar os dados obtidos na segunda execugdo corrobora 0s
obtidos na primeira execucdo, ou seja, a interacdo entre os tratamentos e o tempo
explicam a variavel resposta, o ICM. Além disso, 0 mesmo diagnostico de normalidade e
homoscedasticidade foi gerado para a segunda execucdo. Finalmente, foram realizadas
comparag6es multiplas de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

As avaliacdes do experimento consistiram na observacdo da interacdo, em cada
sistema, entre tratamentos e tempos de cultivo. Observaram-se diferengas significativas
do tempo 24 horas com relagéo aos demais (48, 72 e 96 horas), para as linhagens CEN281
(T. afroharzianum) e CEN1277 (T. asperelloides). No caso da linhagem CEN1513 (T.
koningiopsis) ndo se detectou diferenca estatistica para os tempos de cultivo utilizados.
O ICM néo diferiu significativamente nos tempos 48, 72 e 96 horas, portanto, ndo houve
evidéncia de que foram significativamente diferentes.

As Figuras 12 e 13 ilustram claramente as culturas dos patdgenos em cada sistema,
mostrando as coldnias no tempo 72 horas menores e com mais falhas de crescimento. Em
alguns tratamentos, é quase imperceptivel a presenca de micélio, quando comparada a
Figura 14 referente ao controle. Portanto, evidencia-se que as linhagens de Trichoderma
foram capazes de inibir o desenvolvimento do patégeno e, em quase todos 0s casos, a

esporulagdo das culturas do patdgeno.
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Tabela 6. Analise estatistica da inibi¢do do crescimento micelial de Thielaviopsis sp. por
COVs produzidos em diferentes fases de desenvolvimento de Trichoderma spp. na
segunda execugdo

ICM (%) — Linhagens de Trichoderma

CEN219
CENZ281 CEN1277 CEN1513 CEN1546
Tempo T. afroharzianum  T. asperelloides  T. koningiopsis  T. afroharzianum (E_?'i‘;gz;:fn?ﬁ)

24 horas 16,3+8,96 a 9,0+8,87 a 19,4+549a  12,3+5,59 a 14,5+10,64 a
48 horas 48,3£9,73 b 41,6+5,62b  26,8+18,24a 45,2+1,06b 31,9+9,96 ab
72 horas 52,5+8,33 b 47,9+8,80b  30,1+14,57a 37,6%18,29ab 45,4+15,89b
96 horas 42,6+18,14b  60,4+366b  38,6+4,72a  40,9+11,22b  49,8+511b

*Valores seguidos pelas mesmas letras mindsculas nas colunas nédo diferem entre si, segundo teste de Tukey (P<0,05).

Figura 13. Colbnias de Thielaviopsis sp. apds exposicdo aos compostos organicos
volateis de Trichoderma spp. na segunda execugdo. As figuras nas colunas, em A:
CEN281. B: CEN1277. C: 1513. D: 1546 e E: ESALQ-1306. Nas linhas, as respectivas
horas.
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Figura 14. Coldnia de Thielaviopsis sp. referente a placa controle apenas com o patégeno
(testemunha)

6.5. Reducdo da severidade da podridao abacaxi em cana-de-agucar por Trichoderma

spp. em laboratério

O critério de avaliacdo com base na escala de notas foi uma abordagem que
gerou informacd@es qualitativas e quantitativas sobre a capacidade de Trichoderma spp.
colonizar e promover diminuic¢do na severidade da doenga, por inibir o desenvolvimento
do patdgeno no tecido vegetal (Figura 15). Apos o periodo de sete dias de incubacéo, 0s
mini toletes inoculados com o antagonista e com o fitopatdgeno apresentaram diferentes
niveis de expressdo de sintomas da podriddo abacaxi.

As médias das notas atribuidas para cada tratamento séo apresentadas na Tabela
7. Observa-se que os tratamentos CEN281, CEN1513 e CEN1546 n&o diferiram
estatisticamente entre si e foram 0s que apresentaram maiores valores médios de
severidade da doenca, diferindo apenas da testemunha com inoculada com o patégeno e
ndo tratada com antagonista. Os tratamentos com as menores severidades foram
CEN1277 e CEN219, com 31,25 e 43,75%, respectivamente. Nenhum dos tratamentos
com o antagonista se alocou no mesmo grupo estatistico que a testemunha inoculada.
Portanto, todas as linhagens de Trichoderma utilizadas neste trabalho foram capazes de
suprimir, em algum grau, o desenvolvimento do patégeno no material de plantio, embora

em nenhum dos casos tenham se igualado a testemunha sem inoculo (Tabela 7).
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Tabela 7. Andlise estatistica das médias dos niveis de severidade de sintomas causados
pelo Thielaviopsis sp. nos mini toletes de cana-de-agUcar, acondicionados em caixas
Gerbox aos 7DALI.

Linhagem Espécie M(_édla e
severidade (%o)
CEN281 Trichoderma afroharzianum 62,50 c*
CEN1277 Trichoderma asperelloides 31,25 b
CEN1513 Trichoderma koningiopsis 68,75 ¢
CEN1546 Trichoderma afroharzianum 56,25 c
CEN219 (ESALQ-1306) Trichoderma harzianum 43,75 b
Testemunha (com indculo) Thielaviopsis sp. 100 d
Testemunha (sem indculo) - Oa

*Valores seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas néo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Figura 15. Sintomas da podriddo abacaxi induzidos por diferentes linhagens de
Trichoderma em mini toletes de cana de aclcar acondicionados em caixas Gerbox A:
Testemunha inoculada com o patégeno. B: Testemunha ndo inoculada. C: CEN281. D:
CEN1277. E: CEN1513. F: CEN1546. G: ESALQ-1306.

Nesse primeiro momento da avaliagdo, observou-se apenas a vermelhiddo das
fibras vasculares do colmo. indicando o ataque do patogeno responsavel pela doenca. Néo
se notou a presenca de micélio e esporulacdo do patogeno (Figura 15). A observacao dos
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sintomas realizou-se mediante corte longitudinal dos mini toletes. Estes, mantidos nas
caixas Gerbox por mais 24 horas, nas mesmas condic¢des anteriores exibiram esporulagéo
do patdégeno como mostram os tratamentos testemunha inoculada, CEN281, CEN1513 e
CEN1546 (Figura 16). N&o se observou qualquer vestigio do fungo na testemunha néo
inoculada, apensar de ser possivel observar uma maior vermelhiddo das extremidades.
Vale destacar que essa vermelhiddo nem sempre se refere a presenga do patégeno, mas
sim da presenca de fitoalexina, substancia liberada pelo material propagativo. Qualquer
corte ou ferimento promove essa coloragdo, exatamente o que ocorreu quando 0s mini
toletes foram cortados longitudinalmente para observacao dos sintomas da podriddo. Os
tratamentos que apresentaram comportamento semelhante a testemunha nédo inoculada
foram CEN1277 (T. asperelloides) e CEN219 (T. harzianum). Embora seja visivel a
formacéo de micélios do patdégeno nas extremidades do material propagativo, tratado com

essas duas linhagens, o micélio é escasso e situado em ponto distante da gema.

Figura 16. Vista parcial dos sintomas observados no ensaio realizado e inibicdo da
podriddo abacaxi apds 24 horas da primeira avaliacdo. A: Testemunha inoculada. B:
Testemunha ndo inoculada. C: CEN281. D: CEN1277. E: CEN1513. F: CEN1546 e G:
ESALQ-1306.

Identificou-se a diferenca entre os tratamentos, pelo teste Scott-Knott de
comparacdo de médias, ao nivel de 5% de probabilidade. O melhor resultado foi obtido

com a linhagem CEN1277 (T. asperelloides), cujo valor médio de severidade da podridédo
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abacaxi foi de 31,25%. Além disso, observou-se a esporulacdo profusa dessa linhagem de
Trichoderma nas extremidades e na superficie dos mini toletes tratados (Figura 17).
Ainda com relacdo a esporulacdo do patdgeno, esta foi abundante na testemunha
inoculada e ndo tratada com Trichoderma, como também bastante evidenciada nos mini
toletes tratados com CEN281. As colbnias desenvolvidas pela linhagem CEN1277 nas
extremidades dos mini toletes apresentaram micélio em abundancia e a coloragdo
tipicamente esverdeada, devido a conidiacgdo intensa, ndo possibilitando a visualizacao de
estruturas do patdgeno, na maioria dos tratamentos. Além disso, quando o mini tolete foi

cortado para avaliacdo qualitativa, a presenca de sinais do patdgeno foi observada em

menor quantidade principalmente em comparagdo com a testemunha inoculada

Figura 17. Mini toletes de cana-de-agUcar exibindo micélio e esporulacdo do antagonista
e do patégeno nas extremidades, sendo A: Testemunha inoculada. B: CEN281. C:
CEN21277. D: CEN1513. E: CEN1546. F: ESALQ-1306.

O terceiro grupo acomodou a linhagem CEN1546 e a comercial CEN219, ambas
com valores médios de severidade de 56,25% da podriddo abacaxi. A linhagem
CEN1546se destacou quanto a capacidade de induzir a formacéao de raizes de brotacéo,
nas condi¢fes em que foram conduzidos os experimentos. Também o tratamento com a
linhagem CEN1513, embora atingindo 68,75% de severidade da doenca, promoveu 0
desenvolvimento de raizes. J& a linhagem CEN281 alocada no mesmo grupo em termos
de severidade de doenca (62,5%,) ndo foi capaz de induzir o enraizamento dos mini
toletes. N&o obstante, atribui-se a maior capacidade de promover o desenvolvimento,

tanto de raizes como de brotacdo, a linhagem CEN219 (Figura 18).
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Figura 18. Mini toletes de cana-de-acUcar evidenciando a presenca de raizes em cada um
dos tratamentos: A: Testemunha inoculada com o patdgeno; B: Testemunha sem
tratamento com antagonista nem com o patdgeno; C: CEN281. D: CEN1277. E:
CEN1513. F: CEN1546. G: ESALQ-1306.

6.6. Controle da podriddo abacaxi da cana-de-agucar por Trichoderma spp. em casa de

vegetacao

A anédlise de variancia ANOVA dos dois ensaios mostraram a ocorréncia de
efeito significativo entre os tratamentos para algumas das variaveis avaliadas, variaveis
respostas [(Tabelas 8 e 9 — primeiro ensaio) (Tabelas 11 e 12 — segundo ensaio)], sendo
elas: altura (cm), massa seca de parte aérea (g), massa seca de raizes (g) e diametro do
colmo (mm). Também foram avaliadas a severidade da doenga nos dois ensaios com base
na escala de notas (Tabelas 10 e 13).

Foram realizados trés plantios de cana-de-acucar, entretanto, apenas o segundo
e o terceiro serdo considerados, pois 0 primeiro plantio foi um ensaio preliminar para
verificar o desenvolvimento da planta e quais seriam as melhores variaveis para serem
analisadas, além de verificar a eficacia da metodologia empregada em casa de vegetacao.
Dessa forma, os itens que se seguem em 6.6.1 é referente ao segundo plantio, sendo
considerado como o primeiro ensaio e o item 6.6.2 é referente ao terceiro plantio, sendo

entdo considerado como segundo ensaio.

6.6.1. Primeiro ensaio: Inverno (julho a agosto de 2022)

Em casa de vegetacdo, o primeiro ensaio ndo apresentou diferenca significativa

para a variavel altura entre os tratamentos com o antagonista e a testemunha ndo inoculada
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(T6) e inoculada (T7); a diferenca foi visivel apenas entre as testemunhas, conferindo,
portanto, que a variavel resposta ndo pdde ser explicada pelo tratamento com as linhagens
de Trichoderma (Figuras 18A e 19; Tabela 8). Com relagdo a varidvel massa seca de parte
aérea também houve o desbalanceamento dos dados devido as repeticdes (Tabela 9.
Figura 18B), mas houve diferencas significativas entre os tratamentos T5 (CEN219) e a
testemunha inoculada. Esse tratamento apresentou média de peso seco de parte aérea de
3,37 g, estando no mesmo grupo estatistico que a testemunha ndo inoculada com o
patégeno T6 (3,56 g), ambos diferiram dos tratamentos T1 (0,97 g) e da testemunha
inoculada T7 (0,85 g). J& os tratamentos T2, T3 e T4, ndo apresentaram evidéncias de que
séo diferentes dos demais tratamentos e testemunhas.

Visualmente, a imagem composta pelas plantas de cada tratamento indica que
ndo ha diferenca entre os tratamentos, apenas quando se compara o T6 com T7, sendo
visivel a discrepancia com relacdo a altura das plantas (Figura 19A e 19B). A variavel
diametro do colmo (Tabela 8. Figura 18D), assim como as demais, apresentou
desbalanceamento nas repeti¢Ges. O tratamento T7 apresentou média estatistica superior
(8,12 mm) aos tratamentos com o antagonista em T1, T2 e T3; ja em T4 (7,84 mm) néo
houve evidéncia de que sdo diferentes entre si, além de alocarem-se em um grupo
estatistico que ndo diferiu do T5 e T6. Um dos principais motivos pelo qual a testemunha
inoculada (T7) apresentou melhores médias para essa variavel foi a quantidade e estado
fisico das duas Unicas plantas remanescentes (grandes e vigorosas).

Os dados da variavel massa seca de raizes compuseram um dos resultados mais
significativos (Tabela 9, Figura 18C), ja que o agente de biocontrole apresenta maior
eficacia quando se trata de promocao de crescimento de raizes. E notdrio, portanto, ao
analisar a variavel massa seca de raizes o tratamento T2 (1,11 g) como o melhor
tratamento com uma linhagem da Colecdo, ndo diferiu estatisticamente sua média do
resultado obtido com o T5 (2,46 g) que é um produto comercial ja registrado e indicado
para controle a doenca. Jao T1 (0,31 g) permanece com seus resultados que demonstram
ser uma linhagem ineficaz no controle da doenca, assim como a testemunha inoculada
(T7 - 0,3 g) e estdo ambos no mesmo grupo estatistico. Ja os demais tratamentos, T3 e
T4 (ambos com 1,1 g) estdo no mesmo grupo, sem apresentar evidéncia na diferenga
estatistica entre as médias dos tratamentos T2, T1 e T7. As imagens provenientes do
primeiro ensaio com relacdo a massa fresca das raizes, que serviram como critério da

avaliacdo visual (Figura 20), confirmam que, visualmente, todas as linhagens de
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antagonistas da Colecéo foram capazes de promover o desenvolvimento de raizes quando
comparadas a testemunha inoculada.

Pela anélise qualitativa acerca da escala de notas de severidade proposta por
Sansoli-Chanquinie (2015, adaptada) descrita no item 5.3.5, infere-se que os tratamentos
T2 e T5 foram 0s que apresentaram menor severidade da doenca, juntamente com a
testemunha ndo inoculada. Os demais tratamentos ndo apresentaram diferenca da
testemunha inoculada T7, segundo o teste Scott-Knott (P<0,05) (Tabela 10).

Tabela 8. Efeito de linhagens de Trichoderma (concentragio 1x108 conidios/ml) contra
Thielaviopsis sp. (concentracdo 1x10° conidios/ml), sobre as variaveis avaliadas em casa
de vegetacdo no primeiro ensaio.

Massa seca

Tratamento Codigo/Espécie Repet.  Altura (cm) parte aérea Diametro do
@ colmo (mm)
T1 CEN281 —T. afroharzianum 3 36,7+13,57 ab*  0,9+0,38 a 5,9+0,54 a
T2 CEN1277 —T. asperelloides 9 47,9+13,91 ab 1,7+1 ab 7,4+1,94 ab
T3 CEN1513 - T. koningiopsis 5 442+¢992ab  1,8t1,3ab  7,4144ab
T4 CEN1546 — T. afroharzianum 5 50,9+17,13ab  1,9+1,49 ab 7,8+1,7ac
TS CEN219 F}ESA'—Q“%) T 10 583t1939ab  33+1,08b 9,542,290 bc
arzianum
T6** - 9 62,4+12,36 b 3,5¢1,77b 10,4+1,58 ¢
T7*** - 2 32,9+7,64 a 0,840,35 a 8,1+1,31 ac

*Valores seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (T<0,05).
** Testemunha néo inoculada

*** Testemunha inoculada

Tabela 9. Efeito de linhagens de Trichoderma (concentragdo 1x108 conidios/ml) contra
Thielaviopsis sp. (concentragdo 1x10° conidios/ml) sobre a variavel massa seca de raizes
(9) no primeiro ensaio

Tratamento Caodigo/Espécie Repeticdes Massa seca raizes (g)
T1 CEN281 —T. afroharzianum 7 0,31+0,14 a*
T2 CEN1277 —T. asperelloides 9 1,11+0,69 b
T3 CEN1513 — T. koningiopsis 10 1,1+1,27 ab
T4 CEN1546 — T. afroharzianum 9 1,1+0,81 ab
T5 CEN219 (ESALQ-1306) -T. 10 2 464114 be
harzianum
T6** - 9 2,92+1 ¢
T7*** - 6 0,3+0,14 a

*Valores seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (T<0,05).
** Testemunha né&o inoculada

*** Testemunha inoculada
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Figura 19. Andlise estatistica do efeito de tratamentos com isolados de Trichoderma spp.
em mini toletes de cana, na presenca de Thielaviopsis sp., agente causal da podriddo
abacaxi no primeiro ensaio, onde, A: altura das plantas (cm). B: massa seca de parte aérea
(9). C: massa seca de raizes (g) e D: diametro do colmo (mm).

Figura 20. Efeito de tratamentos com as linhagens de Trichoderma, na podridao abacaxi
em plantas de cana referentes ao primeiro ensaio onde, A: testemunha inoculada. B:
testemunha ndo inoculada. C: CEN281. D: CEN1277. E: CEN1513. F: CEN1546 e G:
ESALQ-1306.
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Figura 21. Efeito de tratamentos com as linhagens de Trichoderma, em raizes de mini
toletes de cana inoculados com Thielaviopsis sp. referentes ao primeiro ensaio onde, A:
testemunha inoculada. B: testemunha ndo inoculada. C: CEN281. D: CEN1277. E:
CEN1513. F: CEN1546 e G: ESALQ-1306.

Tabela 10. Médias dos niveis de severidade de sintomas causados por Thielaviopsis sp.
em mini- toletes de cana-de-agUcar, resposta aos tratamentos e cultivo em casa de

vegetacdo, no primeiro ensaio

Tratamento Espécie Media de
severidade (%)
T1 (CEN281) Trichoderma afroharzianum 92,5c*
T2 (CEN1277) Trichoderma asperelloides 775D
T3 (CEN1513) Trichoderma koningiopsis 100 c
T4 (CEN1546) Trichoderma afroharzianum 100 c
T5 (CEN219 - ESALQ-1306) Trichoderma harzianum 825hb
T6 (testemunha sem inéculo) - 175a
T7 (testemunha com in6culo) Thielaviopsis sp. 100 ¢

*Valores seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas ndo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (T<0,05).

Figura 22. Efeito de tratamentos com as linhagens de Trichoderma na severidade da
podridao abacaxi, de Thielaviopsis sp. referentes ao primeiro ensaio onde, A: testemunha
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inoculada. B: testemunha ndo inoculada. C: CEN281. D: CEN1277. E: CEN1513. F:
CEN1546 e G: ESALQ-1306.

6.6.2. Segundo ensaio: Inverno/primavera (agosto a outubro de 2022)

No segundo ensaio (Tabela 11, Figura 22 e 23), diferentemente do primeiro,
houve diferenca significativa entre os tratamentos quando avaliada a variavel altura, nesse
caso, T2 com 78,2 cm (linhagem da colecédo), T5 com 84,8 cm (linhagem comercial) e T6
89,2 cm (testemunha ndo inoculada) ficaram no mesmo grupo de médias, com 0s maiores
valores. JA T1 (CEN281) e T7 testemunha inoculada, ficaram no grupo de menor média,
com 54,8 e 47,8 cm, respectivamente. Os tratamentos, T3 e T4, ndo diferiram
estatisticamente dos demais. Para massa seca de parte aérea, as diferencas ficaram
evidentes entre os tratamentos com o antagonista T5 (6,4 g) e T1 (3,0 g). Ja as demais
diferengas ficaram evidentes entre os tratamentos com o antagonista e as testemunhas,
inoculada e ndo inoculada. A varidvel resposta referente ao didmetro do colmo
demonstrou diferenca estatistica novamente entre os tratamentos T5 (12,36 mm) e T1
(9,23 mm), além de T5 (12,26 mm) e T4 (10,03 mm), os demais tratamentos ndo foram
diferentes entre si.

Pela analise da variavel massa seca de raizes (Tabela 12. Figura 22C), a diferenca
significativa entre os tratamentos com o antagonista foram em T5 (2,26 g) e T1 (0,81 g)
e entre os tratamentos T5 (2,26 g) e T3 (0,79 g). A partir da observacdo das imagens do
segundo ensaio (Figura 24), é notavel que todos os tratamentos com as linhagens de
Trichoderma promoveram o desenvolvimento de raizes quando comparadas a testemunha
inoculada. A imagem foi utilizada como critério de avaliacdo qualitativa ja que é
observada a massa seca fresca de raizes, e visualmente algumas imagens corroboram as
analises estatisticas.

Com base na andlise qualitativa utilizando a escala de notas de severidade
proposta por Sansoli-Chanquinie (2015, adaptada) foi possivel observar que os
tratamentos T2 e T5 foram os que apresentaram menor severidade da doenca, logo apos
a testemunha ndo inoculada (Tabela 13). Além disso, a observacdo dos sintomas de

severidade corrobora ao que foi observado na analise estatistica (Figura 25).
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Tabela 11. Efeito de linhagens de Trichoderma (concentragdo 1x108 conidios/ml) contra
Thielaviopsis sp. (concentragdo 1x10° conidios/ml) sobre as variaveis avaliadas em casa
de vegetacdo no segundo ensaio.

Tratamento Caodigo/Espécie Repet.  Altura (cm) Massrfl seca Diametro do

parte aérea(g)  colmo (mm)
T1 CENZ281 - T. afroharzianum 8 54,8+12,92 a* 3,0+1,55 ab 9,241,97 a

T2 CEN1277 —T. asperelloides 8 78,2+12,67 b 5,6+2,04 bc 10,6+1,98 ab

T3 CEN1513 — T. koningiopsis 7 56,5+£27,23 ab 3,2+3,25 ac 9,5+2,39 ab

T4 CEN1546 — T. afroharzianum 9 71,0+£13,99 ab 4,2+1,74 abd 10,0£1,55a

5 CEN219 E]ESA.'-Q'BOG) T 84,8+14.4 b 64+202¢cd  12,3+1,27 be

arzianum

T6** - 9 89,2+12,18 b 7,6+1,78 ¢ 14,3+1,62 c

T7*** - 7 47,8+20,63 a 1,7£1,41 a 9,2+2,1a

*Valores seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas nédo diferem entre si, segundo teste de Tukey (T<0,05).

** Testemunha ndo inoculada

*** Testemunha inoculada

Tabela 12. Efeito de linhagens de Trichoderma (concentracdo 1x108 conidios/ml)

contra Thielaviopsis sp. (concentracdo 1x10° conidios/ml) sobre a varidvel massa seca
de raizes (g) no segundo ensaio.

Tratamento Caodigo/Espécie Repeticdes Massa seca raizes (g)
Tl CEN281 - T. afroharzianum 10 0,81+0,47 ab
T2 CEN1277 —T. asperelloides 9 1,36+0,58 bcd
T3 CEN1513 —T. koningiopsis 10 0,79+0,63 bce
T4 CEN1546 — T. afroharzianum 10 1,37+1,13 bede
T5 CEN219 (ESA_\LQ-1306) -T. 9 2 2621,05 df
harzianum
T6** - 10 2,44+0,99 cf
TT7x** - 8 0,56+0,3 ae

*Valores seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas nédo diferem entre si, segundo teste de Tukey (T<0,05).

** Testemunha ndo inoculada

*** Testemunha inoculada
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Figura 23. Analise estatistica do efeito de tratamentos com isolados de Trichoderma spp.
em mini toletes de cana, na presenca de Thielaviopsis sp., agente causal da podriddo
abacaxi no segundo ensaio onde, A: altura das plantas (cm). B: massa seca de parte aérea
(9). C: massa seca de raizes (g) e D: diametro do colmo (mm).

Figura 24. Efeito de tratamentos com as linhagens de Trichoderma, na podrid&o abacaxi
em plantas de cana referentes ao segundo ensaio onde, A: testemunha inoculada. B:
testemunha néo inoculada. C: CEN281. D: CEN1277. E: CEN1513. F: CEN1546 e G:

ESALQ-1306.
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Figura 25. Efeito de tratamentos com as linhagens de Trichoderma, em raizes de mini
toletes de cana inoculados com Thielaviopsis sp. referentes ao segundo ensaio onde, A:
testemunha inoculada. B: testemunha ndo inoculada. C: CEN281. D: CEN1277. E:
CEN1513. F: CEN1546 e G: ESALQ-1306.

Tabela 13. Médias dos niveis de severidade de sintomas causados por Thielaviopsis sp.
nos mini toletes de cana-de-acucar retirados da casa de vegetacao no segundo ensaio

Tratamento Espécie Media de
severidade (%)
T1 (CEN281) Trichoderma afroharzianum 95 d*
T2 (CEN1277) Trichoderma asperelloides 40b
T3 (CEN1513) Trichoderma koningiopsis 85d
T4 (CEN1546) Trichoderma afroharzianum 95d
T5 (CEN219 - ESALQ-1306) Trichoderma harzianum 70 c
T6 (testemunha sem indculo) - 10 a
T7 (testemunha com inéculo) Thielaviopsis sp. 95d

*Valores seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas nao diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (T<0,05).

Figura 26. Efeito de tratamentos com as linhagens de Trichoderma na severidade da
podriddo abacaxi, de Thielaviopsis sp. referentes ao segundo ensaio onde, A: testemunha
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inoculada. B: testemunha ndo inoculada. C: CEN281. D: CEN1277. E: CEN1513. F:
CEN1546 e G: ESALQ-1306.
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7. DISCUSSAO

No presente estudo, quinze linhagens de Trichoderma mantidas na Colecéo de
Agentes de Controle Bioldgico da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foram
metodologia de pareamento de culturas. Apoés criteriosa avaliacdo dos resultados do
experimento de cultura pareada, foram selecionadas oito linhagens que foram utilizadas
na metodologia de exposicdo aos compostos organicos volateis (COVs) e aos filtrados
brutos termoestaveis de Trichoderma spp. Com base nos ensaios prévios em laboratorio,
foi executado um teste de COVs em diferentes fases de desenvolvimento, utilizando as
linhagens escolhidas para serem testadas em casa de vegetacdo, além do ensaio para
reducdo da severidade da doenca e por fim, 0s ensaios em casa de vegetacdo. Em todos
os experimentos foram utilizadas uma linhagem comercial indicada para o controle da
podridao abacaxi (Thielaviopsis sp). Além disso, todos 0s ensaios realizados possuiam,
como objetivo Unico, encontrar uma linhagem que fosse capaz de atingir um resultado
pelo menos semelhante ao produto comercial registrado para o controle da doenga, a fim
de possibilitar o desenvolvimento e disponibilizacdo de um novo produto a base de

Trichoderma.

7.1. Pareamento de culturas

As linhagens que apresentaram melhores resultados no pareamento alcangcaram
valores maiores que 70% de inibicdo, com destaque para CEN281 (Trichoderma
afroharzianum) com 76,3% e CEN288 (Trichoderma rifaii) com 75,8% pertencentes ao
grupo de maior média e CEN287 e CEN1546 (Trichoderma afroharzianum) ambos com
73,6% pertencentes ao segundo grupo de maior média. Os dados obtidos corroboram com
0 estudo realizado por Sanchez et al (2007) em que foram selecionados seis isolados do
género de Trichoderma e observaram resultado semelhante ao que foi observado nesse
estudo, em relacéo a sobreposi¢do do antagonista no patégeno que com apenas trés dias
de incubacéo ja era possivel visualizar invasdo e esporulacdo sobre T. paradoxa pelo
fungo antagonista. De forma analoga, Talukder e colaboradores (2007) realizaram testes
in vitro com a espécie Trichoderma harzianum para controle da podriddo abacaxi em
cana-de-agucar comparando seu efeito com o fungicida Bavistin (0,1%) e, observaram

que ocorria a inibicdo do crescimento radial apds 12, 24 e 48 horas do patégeno pelo

68



antagonista, segundo eles, o patdgeno interrompia seu crescimento quando estabelecia
contato com o antagonista, sugerindo entdo que, os fungos antagonistas produzem
enzimas liticas que degradam a parede celular de fungos fitopatogénicos.

Ainda sobre este metodo, em trabalho realizado por Rahman et al (2009),
utilizando a fase teleomérfica (sexuada) do fungo fitopatogénico, Ceratocystis paradoxa,
e mensurou-se a inibicdo micelial pelo método de cultura pareada de duas formas
diferentes. O método | consistiu no posicionamento dos discos de micélio do antagonista
e do patdgeno na margem da placa de Petri; no méetodo Il os discos foram posicionados a
2 cm da bordadura das placas. Em ambos os métodos foi possivel observar inibicao de C.
Paradoxa, e os resultados obtidos demonstraram a inibi¢do do crescimento do patdgeno
entre 40,47 a 63,80% (Método 1) e variaram de 58,12 a 80,82% (Método 2). Entre as
espécies analisadas incluiram-seTrichoderma virens, T. pseudokoningii e T. harzianum.
Kannangara et al. (2017) realizaram o método de cultura pareada utilizando a fase
teleomorfica do patdgeno, Ceratocystis paradoxa, utilizando dez linhagens, sendo elas,
T. harzianum, T. polysporum e T. viridae, todas foram capazes de inibir o crescimento
micelial do patégeno variando de 43,38% a 69,12% com sete dias de incubacdo.
Utilizando outra espécie do fungo fitopatogénico a roméazeira, Ceratocystis fimbriata,
causador da murcha da romd, para tal estudo foram utilizadas espécies nativas de
Trichoderma spp. para seu controle por meio das mesmas metodologias do presente
estudo, no primeiro experimento foram utilizadas trinta e trés espécies de Trichoderma
nativas. Com 11 11 dessas espécies oi observada inibicdo do crescimento micelial do
patégeno entre 78,63 a 93,10%. J& no segundo experimento foram utilizadas apenas as
onze espécies com os melhores resultados no pareamento, foram identificadas como
Trichoderma harzianum, T. virens, T. viride e T. hamatum, os resultados de inibi¢cdo
micelial variaram de 50 a 78,84%, sugerindo a capacidade do antagonista em controlar
ou reduzir a incidéncia da doenga (Shruthi et al., 2019).

Em estudo realizado porWijesinghe et al (2010) ao observarem culturas de
Trichoderma asperellum e Thielaviopsis sp, em confronto com uso de microscopio 6tico,
o enrolamento de Trichoderma nas hifas do patégeno, ilustrando a capacidade
micoparasitica contra fungos fitopatogénicos (Hirpara et al., 2017).

Esta mesma equipe utilizando 20 isolados da Colecéo de Agentes de Biocontrole
da Embrapa em cultivo pareado contra os patogenos Sclerotium rolfsii e Verticillium
dahliae, apenas um isolado apresentou inibicdo de grau 1 para os dois patdgenos, com

base na escala de notas de Bell et al. (1982), de acordo com relato de Isaias et al. (2014).
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A mesma escala de notas foi utilizada por Carvalho et al. (2011) para avaliar seis
linhagens de T. harzianum latu sensu quanto & habilidade antagonista contra Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli em cultivo pareado. Foi atribuida a nota 1 a todas as linhagens,
cuja inibicao variou entre 36,25% e 41,25% aos sete dias de incubacéo.

Por Auler et al (2013) conduziu ensaios in vitro para avaliacdo do antagonismo
de 23 isolados, até entdo identificados como Trichoderma harzianum, para verificar o
potencial antagonico contra Sclerotium rolfsii, por meio de cultivo pareado sob trés
diferentes temperaturas, 22, 25 e 28°C. Os autores observaram que alguns isolados da
mesma espécie latu sensu foram capazes de inibir em até 100% o crescimento micelial
de S. rolfsii, ao passo que outros ndo apresentaram potencial de inibicéo, principalmente
nas temperaturas de 25 e 28°C. Com base nesse achado, 0s autores sugerem que mesmo
utilizando isolados geneticamente proximas, pode haver variacdes nos mecanismos de
controle bioldgico. Trabalho conduzido por Botelho (2022), no qual incluiram algumas
das linhagens utilizadas no presente estudo tendo os patégenosSclerotium rolfsii,
Sclerotinia sclerotiorum, Rizoctonia solani e Macrophomina phaseolina como alvos,
todas as linhagens foram capazes de inibir o crescimento micelial dos patdgenos em
culturas pareadas. Nesse trabalho, destacaram-se as linhagens CEN1242 (T. azevedoi),
CEN1513 (T. koningiopsis), CEN1546 (T. afroharzianum) e CEN1559 (T. asperelloides),
com os maiores valores médios de porcentagem de inibicdo do crescimento micelial
(acima de 60%). Além do mais, todas as linhagens avancaram sobre as colénias do
patdgeno e esporularam profusamente. Esse fato foi observado principalmente com
CEN1277 e CEN1559. Vale ressaltar que, também no presente estudo, a maioria das
linhagens utilizadas foram capazes de avancarem sobre as col6nias do patogeno,
provavelmente exercendo habilidade micoparasitica, fato a ser verificado mediante
estudos de microscopia. Os resultados aqui corroboram estudos desenvolvidos com
diferentes patdgenos alvos, indicando que a atividade dessas linhagens de Trichoderma
estariam ocorrendo por diferentes mecanismos, como antibiose mediante a producéo de
metabolitos volateis e ndo volateis e hiperparasitismo, conforme mencionado por
Carvalho et al(2011). Esses dois mecanismos podem estar intimamente envolvidos na
possibilidade de ataque direto ao patdégeno por Trichoderma e isso inclui: producdo de
enzimas degradadoras da parede celular dos fungos fitopatogénicos; alteragdo na
permeabilidade de membranas; enrolamento ou, por vezes, 0 mero contato entre hifas e,
finalmente, penetracdo e colonizacdo das estruturas do patégeno pelo agente de

biocontrole (Hirpara et al., 2017; Wongolom et al., 2019).
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7.1.1. Testes de producdo de compostos organicos volateis bioativos

Os compostos organicos volateis sdo produzidos durante a fase de crescimento
micelial e esporulacdo do agente de biocontrole e estes compostos estdo entre 0s mais
importantes para o desenvolvimento de produtos comerciais (Vinale et al., 2008). Com
relacdo aos (COVs) emitidos por Trichoderma frente ao patdgeno alvo deste estudo,
observou-se que o isolado CEN1277 (T. asperelloides) apresentou o maior indice de
inibicdo (65,9%). Em estudo semelhante, Eziashi et al (2006) testou quatro espécies de
Trichoderma (T. viride, T. polysporum, T. hamatum e T. aureoviride), frente ao
Ceratocystis paradoxa (fase perfeita), tendo relatado indices de inibicdo do crescimento
micelial de 81%, 79%, 70%. Uma espécies (T. aureoviride) ndo revelou habilidade para
inibir o crescimento micelial do fungo. Silva et al. (2020) observou inibicdo de Sclerotinia
sclerotiorum pela linhagem CEN1241 (T. azevedoi), pela producdo de COVs,
esporulacdo e germinacdo, além de alterarem a estrutura das hifas do patégeno.

Embora ndo tenha sido realizada, neste trabalho, uma analise quimica para
identificar os COVs presentes na atmosfera compartilnada durante a exposicdo aos
volateis liberados pelas linhagens de Trichoderma, diversos estudos mostram a
habilidade desses fungos para produzir um numero de substancias quimicas que
contribuem para a inibigdo do desenvolvimento de colonias/ supressdo do crescimento
fitopatdgenos (Kottb et al., 2015; Lee et al., 2016; Chen et al., 2016; Gonzalez-Pérez et
al., 2018).). A espécie T. asperellum talvez seja uma das mais reportadas como produtora
de metabolitos das diferentes classes quimicas ja identificadas (Rabuske 2021). Algumas
dessas classes de compostos sdo hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, aromaticos,
terpenos, sesquiterpenos, pironas e outros, emitidas pelo agente antagonista, todos ativos
contra Fusarium graminearum, por exemplo. Tais compostos podem estar envolvidos
diretamente no controle biolégico ou atuando em favor da planta, como indutores da
defesa sistémica, como reguladores de crescimento (fitohorménios), ou na
disponibilidade de nutrientes do solo para as plantas, principalmente sobre os cations Ca
(célcio), Mg (magnésio), K (potassio) e sobre o anion fosfatado. Dessa forma, busca-se o
conhecimento sobre esses compostos ja que é sabido que mais um mecanismo esta
envolvido no controle dos patdgenos, ou seja, a antibiose, a emissdo de volateis e ndo

volateis (descrito a seguir) atuam em sinergismo.
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7.1.2. Testes para deteccdo de compostos termoestaveis bioativos em filtrados de

cultura

Com relacéo aos dados obtidos da producdo de compostos organicos nao volateis
termoestaveis, foi possivel observar que as linhagens estudadas apresentaram
inconstancia de resultados durante as trés execucdes, impossibilitando, assim, uma
conclusdo sobre a atividade antagbnica das linhagens contra o patdgeno Thielaviopsis sp.
Apesar disso, a Unica linhagem que apresentou resultados de inibicéo nas trés execucdes
foi CEN1546 (T. afroharzianum), apesar de ndo serem valores iguais em porcentagem de
inibicdo, ainda assim, sugere a capacidade desenvolvida por esse isolado de liberar
substancias toxicas ao patdgeno que sdo formadas durante a fermentagdo liquida e que
estdo viaveis mesmo apoés a autoclavagem, e além disso, outros mecanismos podem estar
envolvidos ou atuando conjuntamente.

Diferencas encontradas nos experimentos podem ser explicadas ao se considerar
que se trata de organismo vivo, sensivel a variagdes nas condi¢bes externas mesmo
pequenas. Estudos realizados por outros membros da equipe de pesquisa, utilizando
filtrados de culturas, vem demonstrando a capacidade dos isolados testados no presente
trabalho, para inibir outros patégenos de importancia agricola (Mello et al., 2007; Isaias
et al., 2014; Guimardes et al., 2016; Marques et al., 2018). Em 2006, Eziashi e
colaboradores observaram, pelo método de filtrados brutos de quatro espécies de
Trichoderma, dentre elas, T. viride, T. polysporum, T. hamatum e T. aureoviride, valores
médios de inibicdo de 74%, 71%, 64% e 0%, respectivamente, para controle de
Ceratocystis paradoxa.

Com relacdo ao antagonismo contra Thielaviopsis paradoxa, pode-se destacar o
trabalho conduzido por Wijesinghe et al. (2011), utilizando Trichoderma asperellum
contra Thielaviopsis paradoxa. Nesse estudo foi desenvolvido um método para avaliagdo
dos filtrados brutos da espécie antagonista, incorporando os extratos brutos ao meio BDA,
a diferentes concentrag@es. O crescimento do patdgeno foi inibido em 37.77%, quando o
extrato bruto foi incorporado a razdo de 25%, simil a este trabalho.

Em outro estudo semelhante, Raut e colaboradores (2014), utilizaram dois
isolados de Trichoderma sp. (T36 e T50), para avaliarem diferentes mecanismos de acao
do fungo antagonista, entre os quais, 0s compostos organicos ndo volateis. Os autores
obtiveram, de modo similar ao que foi obtido no presente estudo, valores médios de

inibicdo acima de 60% a concentracdo de 25%, dos filtrados de cultura incorporados ao
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meio, contra os alvos Fusarium graminearum, e Rhizoctonia solani. Entretanto, o alcance
foi de 37,5% contra Pythium ultimum, contra a T36 e 0%, com a linhagem T50. A partir
desses dados, os autores concluiram que o grau de eficacia dos metabdlitos ndo volateis
liberados pelas linhagens de Trichoderma podem variar de acordo com a natureza,
qualidade e quantidade de substancias inibitorias secretadas no meio de cultivo.

Além disso, a autoclavagem dos filtrados pode ter afetado a eficiéncia
antifungica dos mesmos. Ha relatos de reducdo em até 24% (Jayaprakashvel et al., 2010),
das propriedades bioativas dos filtrados de culturas, comparada ao processo em que ndo
ocorre a autoclavagem (Guimarées et al., 2016), contrariando Demirci e colaboradores
(2011). Para estes ultimos, a bioatividade dos metabdlitos submetidos a autoclavagem
indicaria a estabilidade dos produtos quimicos em condi¢Ges ambientais adversas, ideia
compartilhada com Jayaprakashvel et al. (2010), ao postularem que ao se mostrarem
estaveis em diferentes temperaturas, os metabolitos também podem se manter ativos em
outras condigdes como, insolagdo e altas temperaturas do solo. Rajani et al. (2021),
lembra que esses filtrados de culturas também podem ser esterilizados com o uso de
membrana de celulose, antes da incorporacdo ao meio ja devidamente autoclavado.

Fortuitamente, os resultados aqui obtidos poderiam ser otimizados com esse
método de esterilizagdo “a frio”, além do que poder-se-iam testar outras concentracdes
do filtrado para se estabelecer a melhor concentracdo para o0s ensaios. Varios trabalhos
existentes na literatura abordam esse assunto, incluindo a influéncia de meios e condicdes
de cultivo (Rahman et al., 2009; Wijesinghe et al., 2011; Raut et al., 2014). Portanto,
ainda que os filtrados de Trichoderma spp. ndo tenham inibido o crescimento do patdgeno
de maneira constante no presente trabalho, ndo € possivel afirmar que sédo ineficientes em
promover controle através da antibiose, ja que as propriedades dos metabdlitos podem
estar ligadas também as condi¢Ges de cultivo e a concentracédo do filtrado adicionado ao
meio, fatores que podem interferir diretamente na atividade bioativa de tais compostos.
Conveém ressaltar que ensaios dessa natureza, sao de grande importancia do ponto de vista
ambiental, j& que metabdlitos provenientes de microrganismos sdo capazes de exibir
comportamento semelhante a uma molécula quimica no controle de fitopatdgenos, porém,

com muito menor risco a salide humana e ao meio ambiente.
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7.2. Exposicao de Thielaviopsis aos compostos organicos volateis (COVs) produzidos

por Trichoderma spp., em diferentes fases de desenvolvimento das culturas

Foi realizado um segundo ensaio para avaliar os COVs emitidos pelas linhagens
de Trichoderma na inibicdo do crescimento micelial do patégeno. Essa abordagem foi
relatada na literatura uma Unica vez por Silva e colaboradores (2021), ao avaliar a
capacidade antagbnica de Trichoderma em diferentes tempos de desenvolvimento da
culturas, na busca de subsidios para estabelecimento do sistema de atmosfera
compartilhada em placa dupla com o patdgeno Sclerotinia sclerotiorum. Essa
metodologia foi adaptada para este ensaio, postulando que o crescimento répido de
Thielaviopsis possa ser retardado pela exposi¢cdo aos COVs de Trichoderma quando o
agente de biocontrole esteja em estagios de desenvolvimento mais propicios a emisséo de
grandes quantidades desses compostos.

Com base nos resultados observados, é possivel afirmar que os melhores indices
de inibigdo de crescimento do patégeno foram em 48 e 72 horas, variando conforme a
espécie, algo que condiz com Larsen & Frisvad (1995) que relataram os COVs liberados
diferenciam-se entre espécies, e além do mais, fatores como condi¢des do substrato
utilizado, idade da cultura e a interagdo com outro microrganismo pode influenciar
diretamente em como e quais 0s metabdlitos serdo emitidos em uma situacdo de placas
duplas (Hynes et al., 2007). Em diversos trabalhos sdo relatados quais os perfis dos
quimicos envolvidos nos COVs e estes compostos diferenciam-se em quantidade,
classificacdo e quais espécies, antagonista e patdgeno. Rabuske (2021), encontrou
aproximadamente 30 COVs emitidos por Trichoderma asperellum através do
experimento de atmosfera compartilhada com Fusarium graminearum, dentro o0s quais
estavam hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, aromaticos, terpenos,
sesquiterpenos, entre outros. J& por Stracquadanio e colaboradores (2020) identificaram
em torno de 62 COVs, mas estes emitidos pelas espécies T. asperellum e T. atroviride
obtidos através de filtrado de cultura liofilizados, dentre os quais estavam alcoois,
aldeidos, &cidos, cetonas, pirazinas, ésteres e outros. Guo et al. (2019) em ensaio realizado
com fungo ectomicorrizico Laccaria bicolor verificou que a espécie T. hamatum emitiu
novos 19 COVs durante a interacdo, sendo um deles a 6-pentil-a-pirona (6PAP), um
composto conhecido e emitido por varias espécies de Trichoderma, este composto é
responsavel por apresentar atividade fungicida contra diversos fitopatdgenos que

acometem culturas de interesse agricola (Cooney et al., 2001; EI-Hasan et al., 2008; Jelen
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et al., 2014; Elsherbiny et al., 2020). E foi identificado demonstrando efeito nematicida
para Bursaphelenchus xylophilus (Yang et al., 2012). Além do perfil dos COVs, um dos
fatores avaliados é a capacidade em inibir o crescimento micelial de patdégenos que
também podem sofrer divergéncias na inibicdo de acordo com a espécie do antagonista
seguindo a metodologia de atmosfera compartilhada proposta por Dennis & Webster,
1971 (Eziashi et al., 2006; lIsaias et al., 2014; Guimaré&es et al., 2016; Shruthi et al., 2019).
Dessa forma, as diferentes espécies do agente de biocontrole pode estar diretamente
ligada ao perfil dos compostos quimicos liberados por ele, além de qual o microrganismo
envolvido na interacdo para que ocorra sua inibicdo, contudo, existe uma grande
quantidade de eventos, bidticos e abidticos, ocorrendo durante o controle bioldgico por
Trichoderma com base em seus diferentes mecanismos de a¢ao (Zin & Badaluddin 2020).

As linhagens apresentaram maiores niveis e esporulacdo ap6s 48 horas de
crescimento e, dessa forma, com base na estatistica os indices de inibicdo foram mais
efetivos a partir desse momento. Na maioria das linhagens ocorreu um aumento
expressivo na inibicao do crescimento micelial do patégeno apo6s 72 horas de crescimento
do antagonista. Em estudo realizado por Jelen et al. (2014), verificou que a producdo de
diferentes COVs é aumentada apds, aproximadamente, 96 horas de crescido. Com base
nisso, € possivel indiciar que € necessario que a colbnia de Trichoderma esteja
previamente crescida para obter-se melhores resultados de inibicdo dos patogenos.
Contudo, com base nos resultados obtidos no presente estudo, pode-se inferir que a
capacidade das linhagens de Trichoderma em inibir o crescimento de Thielaviopsis sp.
pode estar intimamente ligada a emissdo de COVs e ao seu perfil, e, com isso, foram ser
testadas como agentes de biocontrole em ensaios a campo para verificar se o
comportamento das linhagens aqui testadas sera semelhante comprovando a eficacia em
ensaios in vitro e in vivo, e ainda mais, indicando que mais de um mecanismo de acédo

esta envolvido no controle biol6gico por Trichoderma.

7.3. Reducdo na severidade da podridao abacaxi em cana-de-agucar por Trichoderma

SPp.

Como ja mencionado anteriormente, diversos sdo 0S mecanismos de agéo
desenvolvidos por Trichoderma para controle de fitopatogenos, além disso, muitos

estudos ilustram sua eficacia quando utilizado como um controle preventivo para alguma
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doenca, como € o caso do tratamento de sementes. A pré-colonizacdo com o bioagente
configura uma vantagem competitiva sobre os patégenos que atacam as sementes, ja que
0s bioagentes sdo capazes colonizar as raizes, aumentar a massa radicular, manter a
plantas sadias e, por consequéncia, propiciam aumento na produtividade das culturas
(Carvalho et al., 2011; Haddad et al., 2017; Mukhopadhyay Kumar, 2020). Dessa forma,
a metodologia empregada nesse ensaio possui a mesma ideia do tratamento preventivo
por meio da imerséo dos propagulos de cana-de-agUcar em suspensdo de Trichoderma. A
cultura é atualmente plantada em via mecanizada e, para evitar os prejuizos causados por
algumas doencas, € realizada a aplicacdo de fungicidas que sdo, em sua maioria, em sulco
de plantio (Chapola 2014; Espindola 2017) com uso de pulverizadores em jato dirigido,
como é o caso do fungicida PrioriXtra® (Syngenta 2022). Outra forma de realizar um
tratamento contra doencas, nesse caso, causada por uma bactéria, Leifsonia xyli subsp.
xyli, responsavel pelo raquitismo-da-soqueira, € a termoterapia, uma opcao eficaz no
controle desse patégeno (Dias et al., 2019).

A metodologia aplicada para o tratamento dos mini toletes de cana-de-agucar é
semelhante ao que foi realizado por Girio et al. (2015) que tratou o material propagativo,
igualmente, com bactérias diazotroficas. No presente estudo foi possivel observar que
alguns dos tratamentos com o0 agente de biocontrole promoveram uma reducdo na
incidéncia da doenca comparada a outros. Sobre outra ética, autores relatam a capacidade
dos fungos Trichoderma em colonizar as raizes de algumas plantas cultivadas que tiveram
suas sementes tratadas com o antagonista (Gava & Pinto, 2016; Siddaiah et al., 2017; Xue
et al., 2017). Sendo assim, podemos inferir que 0 mesmo ocorre com o material
propagativo da cana-de-agucar, que mostra-se visivelmente colonizado pelas linhagens
de Trichoderma e Thielaviopsis sp. (Figura 17), além disso, é possivel supor que, por ter
colbnias do antagonista crescendo sobre o tecido vegetal e por ter ficado acondicionado
em Gerbox, que permaneceu por todo o periodo de incubacdo fechada, metabdlitos
volateis poderiam estar envolvidos nesse sistema, promovendo, de alguma forma, o
desenvolvimento de raizes, informacao ilustrada nos experimentos realizados (Figura 18),
em que a quantidade de raizes presentes nos tratamentos com o agente de biocontrole €
maior quando comparada a testemunha ndo inoculada. Esse fato é confirmado por
Garnica-Vegara et al. (2015) que relatou a emissdo do composto 6-pentil-a-pirona
(6PAP) que além de apresentar comportamento fungicida, também é um potencializador
de crescimento de planta, como foi o caso de Arabidopsis thaliana. Vinale e

colaboradores (2008) relataram o0 mesmo efeito na cultura do tomate. Outros mecanismos,
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além da antibiose, podem estar envolvidos nesse sistema para reduzir o efeito negativo
do patégeno, como o micoparasitismo e a inducdo de resisténcia, sendo esta, adquirida
localizada induzida (Gupta et al., 2014). O desenvolvimento desse ensaio foi necessario
para observar a capacidade de Trichoderma em realizar exatamente o que havia sido
previsto, a colonizacédo do tecido vegetal e reducdo da severidade da doenca, com objetivo
de saber se a metodologia apresentaria eficacia no controle da doenga, ja que também foi

empregada em casa de vegetagao.

7.4. Acdo de linhagens de Trichoderma em casa de vegetacdo, no controle de

Thielaviopsis sp. em cana-de-agucar

Com a crescente demanda por produtos bioldgicos devido a sua capacidade em
aumentar a produtividade das culturas e, somado a isso, o controle de fitopatdgenos, surge
a possibilidade da substituicdo ou complemento com os defensivos quimicos em diversas
culturas, inclusive na cana-de-aglUcar. Sendo assim, o presente estudo contribui para a
elucidacéo da capacidade de controle da podriddo abacaxi por linhagens de Trichoderma.

Houve um aumento significativo do peso seco de raizes nos dois ensaios
(inverno e inverno/primavera), comparado com a testemunha inoculada, evidéncia de que
o tratamento com as linhagens de Trichoderma contribuiram com tal resultado. Os
resultados das analises (Teste Tukey) dos dois ensaios, mostraram que 0s tratamentos
com as linhagens de Trichoderma foram semelhantes aos observados na testemunha nédo
inoculada, sendo assim, é possivel inferir que o agente de biocontrole proporcionou para
as plantas resultados das varidveis semelhantes a uma planta sadia, esse fator ficou mais
claro no segundo ensaio, onde mais plantas foram contabilizadas, mas que além do
tratamento com o antagonista, fatores externos como, temperatura, influenciaram nos
resultados observados e, dessa forma, confirma o que foi mencionado por Tokeshi (1980)
e Raid (2012) que as plantas que forem capazes de brotar irdo se desenvolver sem nenhum
problema aparente. Segundo Gheller (1995) as gemas possuem em torno de 15 dias para
brotar sem que o0 patdgeno a impeca e condi¢cbes normais de temperatura e umidade, ja
gue este consegue atacar aquelas que demoram mais de 16 para brotarem, sendo assim, é
possivel observar a quantidade de plantas presentes nos tratamentos com Trichoderma,
comparada a testemunha no primeiro ensaio (inverno). Entretanto, este fator ndo cabe ao

segundo ensaio (inverno/primavera) pois € notério que mais gemas foram capazes de
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brotar, inclusive no tratamento inoculado mas, que isso se deve, principalmente, as
temperaturas mais altas durante o periodo que as plantas ficaram em casa de vegetacdo,
ja que o patégeno é favorecido por temperaturas e umidades mais baixas, que
correspondiam ao que ocorreu durante o primeiro plantio (inverno) e as brotagdes optam
por temperaturas mais altas ocorridas no segundo plantio (inverno/primavera).

Um tratamento profilatico é aquele que consiste no uso de uma medida que
venha e impedir a ocorréncia de uma doenca. J& o tratamento terapéutico tem por objetivo
principal curar, ou seja, uma doenca ja presente, e procura-se reduzir seus efeitos
negativos. Baseado nisso, Ajayi et al. (2016), realizou testes com objetivo de verificar se
a aplicacéo de Trichoderma koningii apresentava melhores resultados no controle da
podriddo abacaxi em cana-de-acUcar pelos métodos profilatico ou terapéutico em
diferentes concentragdes, 1x10°e 1x107 conidios/ml. Ao final do seu experimento, inferiu
que a melhor forma de suprimir o patdégeno € através do tratamento profilatico na
concentragéo de 1x107 conidios/ml, ja que este atingiu melhores resultados referentes a
germinacdo e reducdo na incidéncia e severidade da doenca, promovendo melhor
desempenho para a cultura. Corroborando com o presente trabalho, j& que o método de
aplicacdo do agente de biocontrole foi realizado antes da inoculacdo com o patogeno.

Talukder e colaboradores (2007) observaram que os toletes de cana-de-agucar
que receberam tratamento com T. harzianum atingiram 43,83; 40,50 e 39,50% de
germinacdo, engquanto o controle, apenas com o patdgeno, atingiu 24,17%. Conferindo
semelhanca com o presente trabalho, ja que € possivel observar que no primeiro ensaio
(inverno) por ser caracterizado com baixas temperaturas que favorece o ataque do
patégeno, este foi suprimido e a maior parte das gemas que receberam tratamento com
Trichoderma foram contabilizadas.

Em trabalho realizado por Espindola (2017), realizou o tratamento de toletes de
cana assim como o presente estudo, método de imersdo, seus tratamentos variaram em
combinados e/ou isolados de agentes de biocontrole, dentre os quais estavam T.
asperellum, Bacillus subtilis e Bacillus methylotrophicus. Um dos melhores resultados
para a variavel massa de raizes foi obtido com o tratamento que continha apenas linhagem
de T. asperellum, obteve um valor de 160 g, enquanto o controle inoculado com o
patdgeno apresentou apenas 0,68 g, 0 mesmo se repete para a variavel massa foliar com
136 g para o tratamento com T. asperellum e o controle inoculado com 105 g. Em outros
estudos foi observado 0 aumento da massa seca da parte aérea de diversas culturas, como,

em plantas de pepino (Silva et al., 2011), além de soja, milho, feijdo e arroz (Souza Pedro
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et al.,, 2012; Chagas et al., 2017). Estas informacbes corroboram com o que foi
apresentado no presente estudo, em que os tratamentos que continham as linhagens de
Trichoderma alcancaram valores médios melhores em comparagdo com a testemunha
inoculada nas variaveis de massa seca de parte aérea e raizes, além de altura, nos dois
ensaios (inverno e inverno/primavera). Outra varidvel analisada pelo mesmo autor, foi a
podrid&o interna dos colmos, em que foi realizada a medicéo e o dado transformado em
porcentagem, entretanto, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos e o
controle inoculado, diferentemente do que aconteceu no presente trabalho, ja que a
avaliacdo realizada para mensurar a severidade da doenca foi feita com base em escala de
notas (Sansoli-Chanquine, 2015, adaptada) sendo possivel visualizar e inferir resultados
mais pertinentes sobre a agéo do agente de biocontrole. Apesar de n&o ter sido observada
diferenca estatistica com relacdo a altura das plantas no primeiro ensaio (inverno), autores
relatam o contrario. Por Al-Hazmi & TarigJaveed (2015) relatam o aumento do
crescimento, em altura, de tomateiros com aplica¢do de Trichoderma.

Assim como realizado por Uzan (2019), foram utilizados mini toletes em todos
0S ensaios, estes ndo apresentam a regido nodal, que exerce a funcdo de protecdo fisica
contra a progressdo do patégeno até a gema, com o objetivo de avaliar unicamente cada
um dos mini toletes tratados com Trichoderma e avaliar se a brotag&o apresentaria maior
velocidade para brotar e, com isso, proteger a futura planta do ataque do patdégeno. Em
estudo desenvolvido por Shanmugam e colaboradores (2016), para obtencdo de mudas
sadias de cana-de-agucar, mini rebolos receberam diferentes tratamentos com quimicos e
agentes de biocontrole para verificar qual deles apresentava menores prejuizos na
brotacdo das gemas em dois diferentes locais. Um dos tratamentos que apresentou
resultados viaveis a custo-beneficio foi o tratamento que continha uma mistura de agentes
de biocontrole, T. viride + Pseudomonas fluorescens, apresentaram porcentagens de
germinacao de 88 e 83% nos locais que foram avaliados. Esse trabalho é um indicativo
que o género Trichoderma é eficiente no tratamento de mini rebolos para formacéo de
mudas pré-brotadas, que podem ser futuramente utilizadas nesse sistema, promovendo,
inclusive maiores desempenhos da cultura a campo.

Linhagens de Trichoderma sdo cada vez mais estudadas e apresentam
comprovacoes em diversos estudos sobre seus mecanismos de acdo em favorecimento
das plantas e contra diferentes patdgenos de solo. Isso indica 0 quanto é um importante
agente dentro do controle biolégico. Dentre os diferentes mecanismos relatados, esta

como promotor de crescimento de plantas (Hyakumachi & Kubota, 2003; Cai et al., 2013;
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Vinale et al., 2013; Contreras-Cornejo et al., 2015; Garnica-Vergara et al., 2015). Séo
inimeros os fatores que podem influenciar no crescimento das plantas, por exemplo,
temperatura, intensidade luminosa, disponibilidade de nutrientes, presenga de microbiota,
entre outros (Zin & Badalludin, 2020). De acordo com Yuan et al., (2016), a rizosfera é
a regido do solo que esta concentrada ao redor das raizes das plantas onde nutrientes estdo
em grandes concentragdes, isso ocorre devido a maior quantidade de subprodutos
fotossintéticos liberados nas raizes. Com base nisso, a microbiota que esta acumulada
nessa regido pode proporcionar beneficios, efeitos neutros ou danos ao crescimento das
plantas. Existe uma interacao entre as plantas e 0s microrganismos que habitam naquela
regido que promove o seu desenvolvimento e assimiliacdo de nutrientes (Pomella &
Ribeiro, 2009). Algumas Trichoderma spp, possuem um papel significativo como fungos
promotores de crescimento de plantas e, curiosamente, as plantas sdo capazes de
reconhecer e reagir as populacdes presentes na rizosfera e os metabdlitos secundarios por
elas liberados como, auxinas, etileno e outros compostos (Contreras-Cornejo et al., 2009;
Ortiz-Castro et al., 2009). Um composto liberado pela cepa SQR-T037 da espécie T.
harzianum, denominado de harzianolide (Cai et al., 2013), resultados desse estudo
mostraram que esse composto induziu o crescimento de plantulas de tomate em sistema
hidroponico ou solo em diferentes concentragdes, 0,1 e 1 ppm (partes por milh&o). Outro
composto produzido e identificado pelas espécies T. virense e T. atroviride, foi 0 &cido
indol acético (AlA), além de outras substancias similares a auxina, ambos hormdnios que
possuem papel crucial no desenvolvimento de raizes (Contreras-Cornejo et al., 2014). E
notério que o desenvolvimento de raizes é um beneficio promovido por Trichoderma
spp., diversos estudos comprovam essa afirmacdo ja que esse bioagente € capaz de
produzir e/ou controlar hormdnios vegetais que sdo responsaveis pelo melhor
desenvolvimento radicular, como a auxina, acido harzianico e harzianolide (Contreras-
Cornejo et al., 2009; Cai et ., 2013; Vinale et al., 2013). Além disso, plantas inoculadas
com Trichoderma, também podem aumentar a disponibilidade e concentracdo de macro
e micronutrientes presentes no solo como, cobre (Cu), fésforo (P), ferro (Fe), zinco (Zn)
e sodio (Na) nas proximidades da raiz que inoculada (Yedidia et al., 2001). Em outro
estudo, Contreras-Cornejo et al. (2016), afirmou que ocorre um aumento da area da
superficie das raizes de plantas inoculadas permitindo assim, a possibilidade de maior
exploracdo do solo e, dessa forma, seja capaz de absorver mais nutrientes do solo, micro
e macro, proporcionando as plantas maior vantagem sobre outro microrganismos ao

competir por minerais presentes ou quando escassos. Segundo Harman e colaboradores
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(2004), durantes os estagios iniciais de interacdo entre Trichoderma e a planta, pode ser
desenvolvida uma resposta de defesa da planta e, assim, esta passa a produzir metabdlitos
secundarios que podem estimular a promog¢do de crescimento. Os demais trabalhos
mencionados, corroboram com o que foi obtido no presente estudo, onde é perceptivel
que as raizes, principalmente, que foram inoculadas com Trichoderma spp., apresentaram
maior volume comparada a testemunha inoculada, ilustrando, portanto, que esse fator
pode estar associado com a producdo de hormodnios ou fatores de crescimento. Os
resultados obtidos nesse estudo reforcam a importancia da diversidade de espécies de
Trichoderma e quais e como sdo 0s mecanismos desenvolvidos por esse microrganismo
e sua interagcdo com o meio ambiente, em sua ecologia, com as plantas, na rizosfera e no

biocontrole de doencas de plantas, in vitro ou in vivo.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, buscou-se aprofundar os conhecimentos sobre formas
eficientes de controle da doenca podridao abacaxi, causada pelo fungo Thielaviopsis sp.
na cultura da cana-de-aclcar (Saccharum spp.). Este agente causal pode acometer
diversas culturas e, segundo McNew (1960) pode ser classificado no Grupo | de doencas
por causar podriddes de 6rgaos de reserva. Trata-se de um patdgeno agressivo que pode
levar as plantas a morte no inicio do seu ciclo de desenvolvimento, limitando a brotacao
das gemas e, em casos mais severos, necessitando a reposicdo de plantas perdidas. Esse
replantio gera custos adicionais aos agricultores e maior demanda por medidas de manejo
da cultura. O controle da doenca é comumente realizado por meio do controle cultural.
Especialmente a escolha da época de plantio adequada € muito importante para que a
brotacdo das gemas ocorra rapidamente de forma a escapar da infeccéo pelo patdgeno. A
escolha de cultivares com répida brotacdo, com gemas jovens, o preparo do solo para
reduzir compactacdo e favorecer a brotacdo e a atencdo profundidade do plantio, séo
outras medidas de manejo que devem ser adotadas. O controle quimico € uma opcao, mas
ndo a principal, uma vez que se trata de uma doenca causada por patdgeno habitante do
solo, sendo assim de dificil controle por esse método.

A utilizacdo do controle biol6gico no manejo integrado de doengas vem
ganhando destaque nos Gltimos anos e no cenario econdmico e ecoldgico da agricultura
atual por oferecer diversos beneficios. Vale ressaltar a importancia de pesquisas para
compreender melhor as interacdes existentes entre microrganismos-planta-patdgeno, que
podem influenciar no desenvolvimento das plantas e obter subsidios para que se
promovam interacBes que fornecam o desenvolvimento sadio das plantas e atuem na
reducdo ou controle de doencas de interesse agronémico.

como presente estudo contém informagdes sobre metodologias adaptadas ao uso
dos microrganismos em questdo, possibilitando verificar o comportamento desses
organismos nos diferentes ambientes, ou seja, buscou-se por resultados que possam de
fato contribuir para o desempenho da cultura, nas condigdes naturais. Sera importante
prosseguir com esses estudos nas condic¢Bes agricolas reais e, também, aprofundar nos
estudos de laboratorio. A maioria dos trabalhos realizados com Trichoderma spp. para
controle de Thielaviopsis spp., até 0 momento, consistiu em testes para avaliar o potencial
de supressdo do patdgeno in vitro. Por outro lado, ha aspectos importantes relacionados

as interaces microbianas que podem ser esclarecidos mediante estudos de laboratorio,
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por exemplo, a identificacdo dos compostos organicos envolvidos no controle da doenca,
melhorias no processo de producdo dos agentes de biocontrole e otimizacéo da producao
desses compostos organicos.

Os resultados obtidos nesta pesquisa servem como guia para estudos futuros
relacionados ao controle da podriddo abacaxi com uso de Trichoderma. AdaptacOes
podem ser feitas com relacéo a quantidade de gemas utilizadas nos plantios, j& que no
plantio mecanizado normalmente s&o utilizadas de 3 a 5 gemas. Olhando por outro
angulo, estudos mais recentes apontam para o uso de gemas individuais e estabelecimento
de viveiros (MPB), com vistas a oferta de mudas sadias para a implantacdo de canaviais.
Com relacao as microbiolizacdo de toletes e gemas para o plantio, seja em viveiros ou em
condicGes de campo, ha necessidade de ajustes da concentracdo de propagulos nas
suspensdes de Trichoderma, para adequa-las aos tipos de formulacdo passiveis de serem
desenvolvidas comercialmente. Nesse aspecto, é importante um trabalho conjunto com

empresas especializadas no desenvolvimento de produtos bioldgicos de uso agricola.
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9. CONCLUSOES

VI.

VIL.

VIII.

Dezesseis linhagens de Trichoderma da Colecdo de Agentes de Biocontrole da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) foram testadas
contra o patdgeno Thielaviopsis sp. (CEN1647) que, em testes de patogenicidade,
induziu os sintomas da doenca podridao abacaxi.

Nos experimentos em que foi utilizado o método de culturas pareada, a linhagem
CEN281 (T. afroharzianum) destacou-se das demais com 76,5% de ICM.

Sob exposi¢do aos compostos organicos volateis (COVs), os maiores indices de
inibicdo foram observados com a linhagem CEN1277 (T. asperelloides) com
65,9% de inibigdo do crescimento micelial do patdgeno.

Ao se verificar a producdo de compostos organicos nao volateis termoestaveis,
CEN1546 (T. afroharzianum) foi a linhagem que demonstrou habilidade para
inibir o desenvolvimento das coldnias do patégeno nos trés experimentos
conduzidos.

Quatro linhagens foram escolhidas para 0s experimentos subsequentes,
juntamente com um isolado obtido a partir do produto comercial Trichodermil
(ESALQ-1306) sendo este o CEN219, os demais foram CEN281 (T.
afroharzianum), CEN1277 (T. asperelloides), CEN1513 (T. koningiopsis) e
CEN1546 (T. harzianum).

Experimento utilizando o método de atmosfera compartilhada (COVs) em
diferentes fases de desenvolvimento das colnias de Trichoderma spp. o pico de
inibicdo ocorreu apds 72 horas, com a maioria das linhagens, apenas o CEN1513
(T. koningiopsis) que apresentou pico de inibicdo as 48 horas.

Quanto ao potencial das linhagens de Trichoderma para reducdo da severidade da
podriddo abacaxi, por meio de tratamento dos mini-toletes em laboratorio,
destacou-se a linhagem CEN1277 (T. asperelloides) com resultado similar a
linhagem comercial.

Em casa de vegetacao o resultado se repetiu com as mesmas linhagens, CEN1277

(T. asperelloides) e CEN219 (T. harzianum — Comercial).
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