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PATOGENESE DE Aspergillus niger E BIOCONTROLE DA
PODRIDAO VERMELHA DO SISAL POR Trichoderma spp.

Autor: Jefferson Oliveira de Sa
Orientadora: Ana Cristina Fermino Soares
Co-Orientador: Jorge Teodoro de Souza

Resumo: O sisal € uma cultura de extrema importancia para a regido semi-arida
do nordeste brasileiro, contribuindo na geragédo de emprego e renda em regides
com poucas alternativas para a producao agricola. A podriddo vermelha do caule
do sisal causada pelo fungo Aspergillus niger é o principal problema fitossanitario
da cultura, causando o seu declinio continuo, expresso em reducdo da area
cultivada, da producdo e produtividade. O controle biol6gico é uma alternativa
viavel e fungos do género Trichoderma spp. tém sido destacados em trabalhos
como agentes de controle de diversas fitomoléstias. A cultura do sisal ainda é
muito pouco estudada e, para a adogdo de medidas de controle da podridao
vermelha, torna-se necessario conhecer esta doenca. Sendo assim, este trabalho
teve os seguintes objetivos: avaliar alguns componentes do patossistema sisal -
A. niger, em mudas de sisal e selecionar isolados de Trichoderma spp. para o
controle da podriddo vermelha do sisal. Constatou-se que os sintomas da
podriddo vermelha sé se expressam em plantas com lesdes no caule, e que
isolados de A. niger ndo oriundos de plantas doentes e nem da regido sisaleira
sdo patogénicos ao sisal, na presenca de lesbes no caule, porém com baixa
agressividade. Foi desenvolvida a metodologia para testes de antagonismo para a
selecdo de isolados de Trichoderma spp., por meio da utilizagdo de discos do
caule de mudas de sisal como substrato de crescimento de A. niger e
Trichoderma spp., e estes testes mostraram existir antagonismo entre esses
microrganismos, destacando quatro isolados de Trichoderma spp. como
potenciais agentes de biocontrole. Entretanto, quando avaliados em mudas de
sisal nas condicdes ambientais do municipio de Miguel Calmon, em érea
produtora de sisal, na semi-arida da Bahia, esses isolados ndo apresentaram
eficiéncia em relag&o ao controle da podridédo vermelha do sisal.

Palavras-chave: Agaveicutura, Fitossanidade, Semi-arido



PATHOGENESIS OF Aspergillus niger AND BIOCONTROL OF SISAL
RED ROT DISEASE WITH Trichoderma spp.

Author: Jefferson Oliveira de Sa
Advisor: Ana Cristina Fermino Soares
Co-advisor: Jorge Teodoro de Souza

Abstract: Sisal (Agave sisalana) is a crop of great importance in the semi-arid
region of Northeastern Brazil, contributing to the creation of jobs and income in
areas with few alternatives for agricultural production. The red rot disease of sisal
caused by the fungus Aspergillus niger is the main problem of the crop, causing a
continuous decline of the plant, expressed as reduction in cultivated area,
production and yield. The biological control is a viable alternative for control of
sisal red rot, and fungi of the genus Trichoderma spp. have been pointed out in
several studies as biocontrol agents for several plant diseases. There are very few
studies about this crop and the definition of disease control methods demands a
comprehensive knowledge of the disease. Thus, this work aimed at evaluating
some components of the pathosystem sisal - A. niger in sisal seedlings and at
selecting isolates of Trichoderma for control of sisal red rot disease. It was
observed that disease symptoms only appeared in plants with lesions in the stem,
and that isolates of A. niger obtained from the environment, and not from sisal
plants, nor from sisal producing areas were pathogenic, although with lower
aggressiveness when compared to strains isolated from sisal plants with red rot
symptoms. A method for testing in vitro antagonism between A. niger and
Trichoderma isolates with the use of sisal stem discs was developed. The in vitro
testes allowed the selection of four promising Trichoderma spp. isolates. However,
when these isolates were evaluated in the field under the semi-arid environmental
conditions of the municipality of Miguel Calmon, they did not efficiently control sisal
red rot disease.

Key-words: Red rot disease, Semi-arid region, Agave sisalana



INTRODUCAO

A cultura do sisal

O Sisal (Agave sisalana Perrine) pertence a familia Agavaceae, subfamilia
Agavoidea e a classe das monocotiledéneas. E originario da peninsula de
Yucatan, no México, sendo vastamente distribuido nas regides Nordeste do Brasil
e Leste da Africa (SUINAGA et al., 2006). E uma espécie xerdfila resistente a
secas prolongadas e altas temperaturas. Apresenta bom desenvolvimento em
locais com altitude de até 600 metros e regime de precipitacdo pluvial de 450 a
1200 mm/ano, e em solos alcalinos com média de pH 7,0 (BELTRAO, 2006).

A planta adaptou-se muito bem as regides semi-aridas do Nordeste
brasileiro onde é cultivado em largas extensdes, apresentando uma boa
resisténcia ao ataque de pragas e doengas, em funcdo da estrutura particular da
folha e da rusticidade natural da planta, que parecem conferir uma protegdo ao
ataque de fungos e insetos (MEDINA, 1954).

O Nordeste € a Unica regido produtora de sisal no Brasil, sendo o Estado
da Bahia o maior produtor, contribuindo com aproximadamente 94 % da producao
nacional de sisal. O cultivo do sisal se estende por 75 municipios baianos,
atingindo uma area de 190 mil ha, em propriedades de pequeno porte, menores
que 15 ha, nas quais predomina a mao-de-obra familiar, perfazendo uma
populacdo de aproximadamente 700 mil pessoas que vivem, direta ou
indiretamente, em estreita relacdo com esta fibrosa. Em 2006, no primeiro
trimestre, as exportacdes baianas do segmento de sisal e derivados tiveram um
aumento de 36 % em relacdo ao mesmo periodo do ano anterior, passando de
US$ 18,5 milhdes para US$ 25,1 milhdes. O valor médio do produto exportado
também aumentou cerca de 9,3 %, chegando a US$ 875 por tonelada, entre
manufaturados e fibra beneficiada (SINDIFIBRAS, 2006).



O sisal teve seu apogeu econdmico durante a Crise do Petr6leo nas
décadas de 60 e 70. Apesar da existéncia e utilizacdo das fibras sintéticas, a
necessidade de preservacdo da natureza e a forte pressdo dos grupos
ambientalistas vém contribuindo para o incremento da utilizagéo de fios naturais,
onde se destaca a fibra de sisal (WIKIPEDIA, 2008).

Nas regides semi-aridas do nordeste brasileiro, milhares de familias
trabalham com o sisal, desde a sua producdo no campo ao seu beneficiamento
nas fabricas e a comercializagdo de seus produtos, constituindo-se na Unica ou
principal fonte de renda familiar. Nessas regides, o sisal € a cultura de maior

importancia na renda dos produtores e na fixagdo do homem no meio rural.

A podridao vermelha do sisal

Apesar da rusticidade e resisténcia da planta ao ataque de insetos e
fitopatdgenos, devido & epiderme da folha possuir uma cuticula espessa e cerosa,
conferindo uma barreira natural & penetragdo de microrganismos patogénicos, o
sisal pode ser afetado por doencas capazes de causar serios prejuizos a cultura
(BOCK, 1965; MEDINA, 1954).

Vérias doengas podem afetar o sisal, mas apenas duas foram relatadas até
0 presente no Brasil: a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum agaves
(MEDINA, 1954), que n&o se constitui propriamente em um problema
fitossanitario de importancia econdmica, e a podriddo vermelha do caule,
conhecida também como podriddo do tronco do sisal, podridao vermelha do sisal,
podriddo do cepo, podriddo imida do cepo ou ainda podridéo parda do colo (LIMA
et al., 1998; COUTINHO et al., 2006; SOARES et al., 2006). A podriddo vermelha
tem afetado desde a década de 1970, a cultura do sisal nas principais areas
produtoras dos Estados da Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte, atingindo
niveis criticos a partir de 1998. Na Bahia, a incidéncia da doenca varia entre as
regides de cultivo, sendo que em algumas néo ultrapassa 5 % da area enquanto
que em outras pode alcangar 65 % de infestagé&o.

A doenca apareceu pela primeira vez no Brasil no Estado da Paraiba,
segundo dados de Machado (1951), citado por Medina (1954). Na Bahia, foi
constatada pela primeira vez por pesquisadores da Embrapa Semi-Arido e EBDA,

na fazenda Mandacaru, municipio de Santaluz - BA, em um plantio comercial de



500 hectares de sisal (LIMA et al.,, 1998). Atualmente, na Bahia tem sido
constatado um aumento significativo na incidéncia da podridao vermelha do caule
do sisal, resultando em perdas consideraveis para os produtores.

A doenca é caracterizada pelos seguintes sintomas: coloracdo vermelha
que se estende do caule para a base das plantas, com amarelecimento das
folhas. A planta infectada fica amarelada e murcha, o caule apodrece e se
desprende facilmente do solo, levando a planta & morte. Devido ao clima, alguns
produtores acreditam que o problema é causado pela seca (LIMA et al., 1998).
Em plantas com estadios avangados da doenca, as folhas ficam amareladas e o
caule apodrece completamente. Apesar de a doenga causar a morte da planta, as
plantas de sisal infectadas pelo patégeno sobrevivem por algum tempo, por que o
apodrecimento do caule, resultante da colonizacdo pelo patégeno, ocorre de
forma lenta (BOCK, 1965). As folhas de plantas afetadas pela podriddo vermelha
ndo servem para o desfibramento e aproveitamento das fibras e as plantas
sintométicas morrem com o progresso da doenca.

Embora os fungos Pythium aphanidermatum, Lasiodiplodia theobromae e
Aspergillus niger tenham sido relatados como causadores de podridées no caule
do sisal (BOCK, 1965; LIMA et al, 1998; IKITOO e KHAYRALLAH, 2001),
Coutinho et al., (2006) e Soares et al., (2006) identificaram somente Aspergillus
niger como o agente causal da podriddao vermelha do sisal nos Estados da
Paraiba e Bahia.

Aspergillus niger € um fungo mitospadrico, pertencente & ordem Moniliales,
tipico de solo, que sobrevive normalmente como saprdéfita, podendo causar
doengas como podriddo do colo do amendoim, principalmente em solos com
baixa matéria organica (MORAES et al., 1997).

A capacidade de penetracdo e colonizagdo de A. niger estd na
dependéncia do estado em que se encontra o hospedeiro. Quando submetidas a
algum tipo de estresse, as plantas ficam mais predispostas a infeccdo (ROGER,
1953; citado por SOUZA FILHO et al.,, 1979). Segundo Wallace & Diekmahns
(1952); Lock (1969) e Lima et al., (1998), o patdgeno causador da podriddo
vermelha no sisal ndo penetra em tecidos n&o injuriados do hospedeiro,

necessitando, portanto, de lesGes de origem mecénica ou fisiolégica.



Controle Biolégico

N&o existem produtos quimicos registrados para o controle da podriddo
vermelha do sisal. Além disso, existe a grande preocupac¢éo da sociedade com a
contaminagdo do ambiente por pesticidas e existem mercados &vidos por
produtos agricolas diferenciados, produzidos sem uso de pesticidas. Esses
produtos quimicos tém efeitos negativos sobre o solo, o clima, a vegetagéo, as
aguas, os animais e o homem, e ainda provocam a selecdo de microrganismos
resistentes a estes produtos, como resultado da forte pressdo de selecdo. Além
disso, o tempo de degradacgéo desses produtos quimicos no ambiente é da ordem
de décadas, causando o acumulo dessas substancias em concentracdes
elevadas na cadeia alimentar. Nesse contexto, os métodos do controle de
doencas de plantas vém sendo aperfeicoados com objetivo de assegurar o uso
racional de produtos quimicos, bem como, garantir a rentabilidade da atividade do
agricultor e diminuir os riscos a salde humana e ao meio ambiente. Assim, 0
controle biolégico se constitui numa alternativa para a substituicdo ou a
diminuicBo da utilizacdo de agroquimicos (SANHUEZA, 2001 citado por
MENEZES, 2002; BETTIOL, 2001; FRANCESCHINI, 2001).

O Controle Biolégico de doencgas de plantas iniciou-se como ciéncia em
1926, quando B. B. Sanford publicou um trabalho sobre fatores que afetavam a
patogenicidade de Streptomyces scabies, agente causal da sarna comum da
batata. Em 1931, Sanford e W. C. Broadfoot empregaram pela primeira vez o
termo ‘controle biol6gico’ em um artigo sobre o mal-do-pé do trigo, causado por
Gaeumannomyces graminis (BACKER & COOK, 1974).

Dentre as varias definicbes para controle bioldgico, a de maior aceitagdo
entre pesquisadores dessa area de atuacdo é descrita por Baker & Cook (1974)
como sendo a redugéo da densidade do in6culo ou das atividades determinantes
de doenca por um patégeno ou parasita, promovida por um ou mais organismos
gue n&o o homem, favorecidos naturalmente ou pela manipulagdo do seu habitat
ou ambiente, hospedeiros ou antagonistas ou pela manipulagdo em massa de um
ou mais antagonistas (BETTIOL & GHINI, 1995).

O controle biolégico de doengas de plantas pode também ser definido
como a reducdo da densidade de in6culo ou das atividades determinantes da

doencga, através da agdo de um ou mais organismos. Nesta definicdo, segundo



Junqueira e Gasparotto (1991), as atividades determinantes da doenca envolvem
crescimento, infectividade, agressividade, viruléncia e outros atributos do
patégeno ou processos que determinam a infeccdo, o desenvolvimento dos
sintomas e a reproducao.

O termo organismos inclui individuos ou populagBes avirulentas ou
hipovirulentas dentro das espécies patogénicas, bem como outros antagonistas
aos patdgenos. Este termo € utilizado para designar agentes biolégicos com
potencial para interferir nos processos vitais dos fitopatdgenos, devendo estes
estar adaptados ecologicamente ao mesmo tecido das plantas que os ocupados
pelos patdgenos, mas sendo ndo patogénicas as mesmas (BETTIOL & GHINI,
1995).

Outra definicdo de controle bioldgico € o controle de um microrganismo por
outro microrganismo (MELO & AZEVEDO, 1998).

O controle biolégico visa manter, através de certas praticas, um equilibrio
no agroecossistema, de modo que o hospedeiro, na presenca do patdgeno, ndo
sofra danos significativos, em funcdo da ag¢do controladora dos organismos néo
patogénicos do sistema (BETTIOL, 1991). Assim sendo, este método de controle
inclui praticas culturais que promovem um ambiente favoravel aos antagonistas e
a resisténcia da planta hospedeira ou ambos; o melhoramento da planta para
aumentar a resisténcia ao patdgeno ou adequar o hospedeiro para as atividades
antagonicas de microrganismos; a introducdo em massa de antagonistas,
linhagens ndo patogénicas ou outros organismos benéficos (CARDOSO, 1978).

Na abordagem de controle biologico, doenca é mais do que uma intima
interagdo do patégeno com o hospedeiro, influenciada pelo ambiente. E o
resultado de uma interagéo entre hospedeiro, patégeno e uma variedade de nao-
patégenos que também repousam no sitio de infeccdo e que apresentam
potencial para limitar ou aumentar a atividade do patdgeno, ou a resisténcia do
hospedeiro. Portanto, patdgeno, hospedeiro e antagonistas, interagindo num
sistema bioldgico, sdo os fatores componentes do controle biol6gico (BACKER &
COOK, 1974). O ambiente é composto de varios fatores (solo, temperatura,
potencial hidrico, pH) que devem estar relacionados entre si e com 0s organismos
habitantes do sistema. A interac@o entre antagonista, hospedeiro e patégeno néo

ocorre de maneira individual, mas mutuamente.



Os mecanismos das interagbes entre microrganismos patogénicos e
antagbnicos que fundamentam o controle bioldégico podem ser divididos em
competicdo, antibiose e parasitismo, além de hipoviruléncia, predacéo e inducéo
de defesa do hospedeiro. Para que um antagonista seja bem sucedido € preciso
que ele tenha capacidade de se multiplicar e colonizar a superficie da planta,
podendo este atuar por meio de um ou mais mecanismos (BETTIOL & GHINI,
1995).

A antibiose é definida como a intera¢@o entre organismos na qual um ou
mais metabdlitos antibiéticos, volateis ou nédo-volateis, sédo produzidos e
secretados pelo fungo antagonista, tendo efeito danoso ao fungo patogénico. A
capacidade para produzir tais substancias e o seu efeito fungicida pode variar
entre espécies e entre isolados da mesma espécie. Competicdo é referente a
interagdo entre dois ou mais organismos empenhados numa mesma acao ou
substrato, disputando recursos tais como espago, nutrientes, dgua e luz. O
micoparasitismo refere-se a situacdo em que o microrganismo antagonista vive
sobre ou dentro do fungo hospedeiro, alimentando-se e desenvolvendo-se as
expensas deste. Dentre as diversas etapas do processo, merece destaque a
producdo e liberagdo no meio externo de enzimas hidroliticas, tais como
quitinases, glucanases, celulases e proteases, cuja funcdo principal é degradar a
parede celular do patégeno (BETTIOL & GHINI, 1995).

O desenvolvimento de microrganismos na superficie foliar é afetado pela
quantidade e pela qualidade dos nutrientes disponiveis no filoplano. Os
microrganismos selecionados do mesmo ambiente onde serdo utlizados tém
melhor chance de se adaptarem e de serem eficientes, e neste caso s&o
conhecidos como microrganismos residentes. O microrganismo estranho (exético
ou introduzido), geralmente tem pouca persisténcia no ambiente, devendo ser
reaplicados com maior frequéncia (LUMSDEN & LOCKE, 1989).

N&o basta o antagonista ser um potente agente de controle in vitro. E
preciso, pois, conhecer os fatores ecoldgicos que podem afetar o desempenho e,
adotar préticas de manejo adequadas para favorecer a sua permanéncia e
atividade no ambiente (LUMSDEN & LOCKE, 1989).

Os testes de selegcdo de microrganismos com potencial antagonista podem
ser realizados in vitro e in vivo. Neste caso, em condi¢bes controladas ou em

condigdes naturais. Ambos os métodos sdo complementares.



Antes que o controle biologico chegue a ser um componente importante no
manejo de enfermidades de plantas, ele deve ser efetivo, confidvel, consistente e
econbmico. E para alcangar esses critérios, devem ser selecionadas cepas
superiores (por escrutinio e sele¢do de isolados, ou por manipulagdo genética),
juntamente com sistemas de aplicagdo que complementem a atividade
biocontroladora (LUMSDEN & LOCKE, 1989).

A maioria dos estudos publicados ressalta a utilizagdo de fungos
pertencentes ao género Trichoderma como agentes de controle biolégico efetivo
de enfermidade importantes que acometem culturas de importancia economica e
mundial, pois atuam como antagonistas naturais de varios fungos fitopatogénicos
(BENITEZ et al., 1998; STEYAERT et al., 2003). Bastos (1996) relatou que
espécies de Trichoderma em geral destacam-se tanto no controle de

fitopatdgenos habitantes do solo como no controle da parte aérea de plantas.

Trichoderma spp.

Diversos microrganismos tém revelado potencial antagonico a diferentes
fitopatdgenos, principalmente fungos habitantes do solo. Entre os fungos do solo
com acdo comprovada contra patdgenos do solo, tém-se destacado isolados
selvagens e melhorados de Trichoderma spp. (REIS et. al.,, 1995). Estes séo
reconhecidamente os hiperparasitas mais importantes e mais estudados, pois
exibem variabilidade entre as linhagens com relacdo a atividade de biocontrole,
espectro de agdo contra hospedeiros, propriedades fisiologicas e bioquimicas,
como também, adaptabilidade ecolégica e ambiental (SILVA, 2000). Esse
hiperparasita tem a fase sexuada no Phylum Ascomycota, Classe Euasmycetes,
Ordem Hypocreales, Familia Hypocreaceae, género Hypocrea (MONTE, 2001),
sendo as espécies T. Harzianum, T. virens, e T. viride as mais utilizadas como
agentes de controle biolégico de fitopatdgenos (HERMOSA et. al, 2000). Segundo
esses autores algumas espécies de Trichoderma s&o morfologicamente similares
ao estagio anamoérfico (fase sexuada), apresentando proximidade taxondmica.
Entretanto muitas linhagens, incluindo as utlizadas para biocontrole, sé&o
classificadas como fungo imperfeito (MONTE, 2001).

O género Trichoderma é representado por fungos ndo patogénicos,

habitantes do solo, que exercem antagonismo a varios fitopatdgenos, através do



micoparasitismo e/ou antibiose, bem como por hiperparasitismo (MELO, 1998).
Também colonizam materiais de plantas herbaceas e lenhosas, onde o estagio
sexual teleomorfo (Hypocrea) frequentemente tem sido encontrado (HARMAN et
al, 2004).

O fungo Trichoderma é um agente de controle biolégico por ser antagonista
a varios fungos fitopatogénicos, podendo exercer o controle indiretamente,
competindo por espago e nutrientes, modificando as condi¢cdes ambientais,
produzindo antibiéticos, inativando as enzimas do patégeno ou, diretamente,
mediante o micoparasitismo (BENITEZ et al, 2004).

Diversos trabalhos tém demonstrado o sucesso do uso de Trichoderma no
controle de diversos patégenos do solo como Pythium spp. (NASEBY et al, 2000;
THRANE et al, 2000), Rhizoctonia solani. (CUNDOM et al, 2003), Phytophthora
spp. (ETEBARIAN et al., 2000, EZZIYYANI et al, 2007) e Sclerotinia sclerotiorum,
agente causal do mofo-branco do feijoeiro (ETHUR et al. 2001); e da parte aérea
como Botrytis cinerea. (HJELJORD et al, 2001, LISBOA et al, 2007) e
Moniliophthora perniciosa, agente causal da vassoura-de-bruxa do cacaueiro
(BEZERRA et al. 2003) entre outros fitopatdgenos.

O género Trichoderma compreende espécies de fungos filamentosos,
mesofilicos com alta capacidade de tolerar ampla faixa de temperatura, sendo
mais efetivos em temperaturas proximas a 25°C (MCBEATH & ADELMA, 1991;
HJELJORD et al, 2001), que normalmente habitam o solo estando amplamente
distribuidos por todo o mundo, ocorrendo em quase todos os tipos de solo e
ambientes naturais, especialmente naqueles contendo matéria organica. Muitas
espécies do género sdo encontradas na rizosfera de plantas. O fato das espécies
de Trichoderma se desenvolverem em um amplo espectro de substratos e
condicbes ambientais torna este fungo de grande interesse biotecnolégico
(ESPOSITO & SILVA, 1998; SAMUELS, 1996).

Os fungos do género Trichoderma s&o excelentes hiperparasitas, pois
atacam hifas e estruturas de reproducdo e sobrevivéncia dos patdégenos de
plantas, reduzindo a infeccdo e o indculo do patégeno. A capacidade saprofitica
de Trichoderma esta na quantidade de enzimas hidroliticas produzidas e
liberadas. Estas enzimas apresentam efeito sinérgico com os antibidticos visto
que a agdo antifungica de ambos compostos tende a ser superior a qualquer um
deles agindo separadamente (BETTIOL & GHINI, 1995).



Entre os modos de agdo, o micoparasitismo € o que mais se destaca, pela
complexidade e numero de etapas envolvidas (LIMA et al, 2001).

As enzimas hidroliticas s@o aquelas produzidas e liberadas pelos fungos
antagonistas durante 0 seu processo micoparasitico para degradar o0s
componentes constituintes da parede celular dos patdégenos. Estas devem
manter-se presentes para exercer o papel litico significante (LORITO et al., 1994).

A viabilidade celular depende da integridade dos componentes de sua
parede celular, a qual funciona como barreira seletiva ante as pressoes fisico-
quimicas exercidas pelo meio ambiente em que o microorganismo sobrevive. Tal
barreira € o ponto inicial das intera¢c6es envolvidas no processo de antagonismo
entre fungos (LORITO et al., 1994). As enzimas hidroliticas capazes de causar a
lise dos componentes da parede celular desempenham, portanto, papel
fundamental no processo antagénico do micoparasitismo.

As enzimas de alguns fitopatdgenos sdo responséaveis pela hidrélise dos
componentes pécticos da parede celular das plantas. Quando presente,
Trichoderma harzianum, por exemplo, secreta proteases sobre a superficie da
planta que inibem a ag¢&o das enzimas hidroliticas desses fitopatdgenos (ELAD et
al, 1999).

Os efeitos indiretos incluem a indugéo de resisténcia, na qual plantas sé&o
capazes de produzir uma resposta imune ap0s uma primeira infecgdo por
patégenos, que é conhecida como resisténcia sistémica adquirida - SAR (VAN
LOON et al, 1998). Linhagens de fungos do género Trichoderma colonizam e
penetram tecidos das raizes de plantas, causando alteragdes morfolégicas e
bioquimicas nas plantas, consideradas como parte de defesa da planta, que no
final, leva a mesma a induzir SAR (BAILEY & LUMSDEN, 1998). A ativacdo do
sistema de defesa da planta na associa¢éo da raiz tratada com T. harzianum foi
sugerida por Yedidia et al (1999).

Outros efeitos indiretos também s&o citados como a tolerancia ao estresse
devida ao desenvolvimento de raizes e tronco, bem como a solubilizacdo e
absorcdo de nutrientes inorganicos. Os mecanismos ndo sao excludentes, mas
atuam sinergicamente no controle dos patégenos. A importancia relativa de cada
um deles depende de cada interagdo antagonista - patdgeno e das condigbes
ambientais (HARMAN & KUBICEK, 1998).
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Diante das caracteristicas positivas de Trichoderma spp., este trabalho teve
como objetivos principais, selecionar isolados de Trichoderma spp. para o
controle da podriddo vermelha do sisal e estudar alguns componentes do

patossistema Aspergillus niger - sisal.
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PATOGENICIDADE E AGRESSIVIDADE DE ISOLADOS DE Aspergillus niger,
AGENTE CAUSAL DA PODRIDAO VERMELHA DO SISAL (Agave sisalana)

Jefferson Oliveira de Sa
Ana Cristina Fermino Soares
Jorge Teodoro de Souza

RESUMO

O sisal (Agave sisalana) € uma cultura de grande importancia para a regiao
semi-arida brasileira, sendo responséavel pela geracdo de emprego e renda em
regibes com poucas alternativas agricolas. Nos ultimos anos a podriddo vermelha do
sisal, cujo agente causal foi identificado como Aspergilus niger, tem causado
significativos prejuizos aos produtores. Estudos no Estado da Bahia tém
demonstrado 100 % de prevaléncia e incidéncia variando entre 5 e 65 % nos
municipios produtores de sisal. Entretanto, ainda se conhece muito pouco a respeito
dessa doenca. Testes de patogenicidade e agressividade foram conduzidos em
mudas de sete meses de idade, com e sem ferimento induzido, inoculadas com
diferentes isolados de A. niger. O desenvolvimento de sintomas foi observado 10
dias apds a inoculacdo, em todos os tratamentos, exceto no controle sem o
patégeno e nas mudas sem ferimento. O re-isolamento do patdégeno nos tecidos da
planta indicou que cinco dias apds a inoculagdo, embora ndo se observassem
sintomas, o fungo ja colonizava os tecidos da planta. Plantas mortas foram
observadas 15 dias ap6s a inoculag@o. Foi demonstrado também que para que
ocorra a doenca é necessario o ferimento no caule, e que a infeccdo ndo ocorre
pelas raizes. Adicionalmente, observou-se que isolados de A. niger considerados
contaminantes, obtidos no laboratério, do ar e ndo de plantas doentes, séo

patogénicos ao sisal, porém com baixa agressividade.

Palavras chave: Agaveicutura, Fitossanidade, Semi-arido
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PATHOGENICITY AND AGGRESSIVENESS OF A. niger , CAUSAL AGENT OF
SISAL (Agave sisalana) RED ROT DISEASE

Jefferson Oliveira de Sa
Ana Cristina Fermino Soares
Jorge Teodoro de Souza

ABSTRACT

Sisal (Agave sisalana) is a crop of great importance for the Brazilian Semi-Arid
region. It is responsible for the generation of jobs and income in agricultural areas
with few economic alternatives. In recent years, the red rot disease of sisal, caused
by the fungus Aspergillus niger, has caused significant yield losses for sisal
producers. Studies in the State of Bahia have demonstrated 100% prevalence of
sisal red rot disease and incidence ranging from 5 to 65% in sisal producing areas.
However, very little is known about this disease. Pathogenicity and aggressiveness
tests were conducted with seven-month old sisal plants, with and without mechanical
wounds, inoculated with different isolates of A. niger. The development of symptoms
occurred 10 days after inoculation in all treatments, except for the control and plants
without injury. The re-isolation of the pathogen from the plant stem tissue indicated
that 5 days after inoculation the fungus had already colonized the tissues of the plant,
although symptoms were not present yet. Dead plants were observed 15 days after
inoculation. It was also shown that, for disease to occur, stem injury is necessary,
and that infection does not occur through plant roots. In addition, it was shown that A.
niger strains, considered as contaminants, obtained from the laboratory air
environment, and not from diseased plants, were pathogenic to sisal plants, but with

lower aggressiveness.

Keywords: Agaveicuture, plant health, Semi-arid
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INTRODUCAO

O sisal (Agave sisalana) destaca-se no Nordeste brasileiro por ser uma
cultura que gera muitos empregos, por meio de uma cadeia de servicos que
abrange, desde os trabalhos de manutencdo das lavouras (baseados na méao-de-
obra familiar), a extracdo e o processamento da fibra para o beneficiamento, até as
atividades de industrializacdo de diversos produtos, bem como seu uso para fins
artesanais. O segmento do sisal € intensivo em méao-de-obra, em todas as fases de
implantacéo, a exemplo da manutengao, colheita e desfiboramento, sendo uma das
Unicas fontes de geracdo de renda nas regibes semi-aridas onde existem poucas
alternativas para a producao agricola. A resisténcia do sisal ao clima adverso tem
sido uma das razbes por que, em algumas &reas do Nordeste, os agricultores
optaram pelas exploracdes sisaleiras, apresentando-se como uma das melhores
alternativas de desenvolvimento para o semi-arido baiano, uma das regides mais
secas e pobres do Nordeste brasileiro (PROSSIGA, 2007).

Apesar dessas caracteristicas, atualmente na Bahia, tem sido constatado um
aumento significativo na incidéncia da podriddo vermelha do caule do sisal,
resultando em perdas consideraveis para os produtores (ABREU et al., 2008). A
podriddo vermelha do caule do sisal € também conhecida como podriddo vermelha
do sisal, podriddo do cepo e podriddo umida do cepo ou ainda podriddo parda do
colo. A doenca apareceu pela primeira vez no Brasil no Estado da Paraiba, segundo
Machado (1951), citado por Medina (1954). Na Bahia, foi constatada pela primeira
vez por pesquisadores da Embrapa Semi-Arido e EBDA, na fazenda Mandacaru,
municipio de Santaluz - BA, em um plantio comercial de 500 hectares de sisal (LIMA
et al. 1998).

A doencga induz o aparecimento dos seguintes sintomas: coloracdo vermelha
gue se estende do caule para a base das plantas, com amarelecimento das folhas. A
planta infectada fica amarelada e murcha, o caule apodrece e se desprende
facilmente do solo, levando a planta a morte. Devido ao clima, alguns produtores
acreditam que o problema é causado pela seca (LIMA et al., 1998).

O fungo Aspergillus niger foi identificado como o agente causal da podridéo
vermelha do sisal nos estados da Paraiba e Bahia (COUTINHO et al., 2006a;
SOARES et al., 2006). A. niger € um fungo mitosporico tipico de solo, pertencente a

ordem Moniliales, vive normalmente como saprdfita, podendo causar doengas como
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podridédo do colo do amendoim, ocorrendo prevalecentemente em solos com baixa
matéria organica (MORAES et al., 1997). A capacidade de penetracdo e colonizacao
de A. niger esta na dependéncia do estado em que se encontra o hospedeiro.
Quando submetidas a algum tipo de estresse, as plantas ficam mais predispostas a
infecgcdo (ROGER, 1953; citado por SOUZA FILHO et al., 1979), apesar do fungo
poder penetrar diretamente nos tecidos sadios do hospedeiro.

Apesar da grande importancia para as regifes semi-aridas brasileiras, o sisal
ainda é uma cultura pouco estudada e existem poucos relatos na literatura cientifica
de estudos sobre a podridédo vermelha do sisal e métodos de controle dessa doenca.
Estudos que permitam a melhor compreenséo sobre o patossistema A. niger — sisal
e sobre medidas para o0 manejo racional da podriddo vermelha do sisal sé&o
necessarios. Neste contexto, esse trabalho teve o objetivo de avaliar a
patogenicidade e a agressividade de diferentes isolados de A. niger em mudas de
sisal, bem como caracterizar a sintomatologia e algumas condi¢cdes necessarias

para o desenvolvimento da doenga.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo de isolados de A. niger

Os isolados de A. niger foram obtidos de plantas de sisal com sintomas de
podriddo vermelha, oriundas da regido sisaleira, dos municipios de Capela e
Riachdo do Jacuipe, no Estado da Bahia. Para o isolamento de A. niger, foram
retirados pequenos fragmentos de tecido do caule dessas plantas de sisal, na regiéo
limitrofe das lesGes causados pela doenca. Em seguida, os pedacos de tecido
vegetal foram lavados em &gua corrente, desinfestados em &lcool 70 % durante dois
minutos, seguido de hipoclorito de sodio (1 %) durante dois minutos e trés lavagens
com agua destilada e esterilizada. Posteriormente, esses fragmentos foram secos
em papel de filtro esterilizado e transferidos para placas de Petri contendo meio de
cultivo BDA salino (Batata, Dextrose, Agar com 6 % de cloreto de sédio), sendo
incubados em temperatura ambiente por aproximadamente cinco dias.

Para obtencdo de culturas puras fez-se a repicagem de A. niger em meio
BDA. Apoés dez dias, pequenos fragmentos da cultura de A. niger foram transferidos

para frascos de vidro (tipo penicilina) esterilizados, contendo 4 mL de agua destilada
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e esterilizada, sendo estes tampados hermeticamente e identificados, permitindo a
conservacao dos isolados a temperatura ambiente.

Para o estudo da patogenicidade e agressividade de diferentes isolados de A.
niger presentes em ambientes distintos da regido do cultivo do sisal, utilizou-se
também um isolado considerado contaminante, obtido de uma placa com meio de

cultura BDA, contaminada pelo ar no Laboratério em Cruz das Almas, Bahia.

Obtencéo de mudas de sisal

Para a obtengdo de mudas, bulbilhos de plantas de sisal foram colhidos no
municipio de Retirolandia, Bahia, e plantados na &rea experimental do Centro de
Ciéncias Agrarias Ambientais e Biologicas da UFRB, no municipio de Cruz das

Almas, Bahia.

Obtencéo de suspenséao de esporos de Aspergillus niger

Cada isolado de A. niger foi multiplicado em placas de Petri contendo meio de
cultivo BDA, a temperatura ambiente. Apos 10 dias de incubagdo das culturas,
acrescentou-se 20 mL de 4gua destilada esterilizada e uma gota de Tween 20® em
cada placa e, com o auxilio de uma alca de Drigalsky, as colonias foram raspadas e
a suspensdo contendo esporos e micelio do fungo foi filtrada em gaze esterilizada. O
ajuste da concentragdo de esporos na suspensao filtrada foi realizado com a
contagem de esporos em camara de Newbauer com auxilio de microscopio o6tico
marca Zeiss Axiostar, com aumento 100X, e ajuste da diluigdo com agua destilada

esterilizada para 10’ conidios. mL™.

Inoculagdo de mudas de sisal com e sem leséo

Mudas de sisal com sete meses de idade foram cuidadosamente retiradas da
area experimental. Estas mudas tiveram suas raizes lavadas e, em metade das
mudas, foram feitos ferimento padronizados (quatro perfuragdes equidistantes, com
2 cm de profundidade e 1 mm de diametro) no caule. Em seguida, as mudas com e

sem ferimento foram imersas até a altura de aproximadamente 1 cm, durante 15
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minutos, na suspensao de esporos de A. niger (isolado de A. niger oriundo de planta
doente do municipio de Riachdo do Jacuipe), previamente ajustada para a
concentracdo de 107 conidios . mI™*. Logo ap6s a inoculagéo das mudas, realizou-se
o plantio destas em sacos de polietileno perfurados, com dimensées de 21 cm de
altura x 14,5 cm de largura contendo 1 dm?® de solo.

Trinta dias apo6s o plantio das mudas foi avaliada a incidéncia da doenga,
colhendo e cortando-se a muda transversalmente, 0,5 cm acima do ponto de leséo,
e observando-se a presenca do sintoma de podriddo vermelha no caule.

Os tratamentos consistiram de mudas inoculadas com leséo e sem lesdo. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 20 repeticbes. Para
avaliacdo da incidéncia da doenga, para cada tratamento, foram contadas as plantas

sintométicas e os dados transformados para percentagem de plantas com sintomas.
Infecgéo e colonizag&o de mudas de sisal por A. niger

Mudas de sisal com sete meses de idade foram colhidas da area experimental
do Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia Agricola do Centro de Ciéncias
Agrérias Ambientais e Bioldgicas da UFRB e separadas quanto ao tamanho (cinco
grupos de mudas com altura de aproximadamente 10,13,16,19 e 22 cm). Em
seguida as mudas tiveram suas raizes lavadas e foram inoculadas com ferimento,
conforme descrito acima, e plantadas em sacos de polietileno perfurados, também
como descrito acima. Os tratamentos consistiram em dois isolados de A. niger de
diferentes municipios do Estado da Bahia (Riachdo do Jacuipe e Capela) e um
isolado de Cruz das Almas (definido como contaminante). O controle consistiu de
mudas imersas em agua destilada. O delineamento experimental foi em blocos
casualizados com trés tratamentos e cinco repetigcbes, com duas plantas por parcela.
Os blocos foram instalados com mudas padronizadas pelo tamanho.

Para avaliar a colonizagéo de A. niger no tecido da planta, foram realiizadas
amostragens destrutivas, sendo coletadas 10 plantas de cada tratamento, durante
30 dias em intervalos de cinco dias, retirando-se a planta, cortando-se
transversalmente o caule (0,5 cm acima do ponto da leséo) e pedagos de raiz,
fazendo a desinfestac@o do tecido vegetal em alcool 70 % (2 minutos) e hipoclorito
de sbédio 1 % (2 minutos), com posterior lavagem em agua esterilizada (trés

lavagens) e transferéncia de cinco fragmentos em placas de Petri contendo meio de
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cultivo BDA salino. A avaliagdo da colonizagéo pelo fungo foi feita com base na
contagem do nimero de fragmentos de raiz e de caule de sisal com crescimento
micelial de A. niger, sendo determinada a frequéncia de fragmentos colonizados pelo
fungo (fragmentos colonizados em relacdo ao numero total de fragmentos
analisados). Esses dados foram transformados para ArcoSenvVx e analisados quanto

a variancia através de teste F a 5 % de probabilidade, através do software Statistica.
Agressividade de isolados de Aspergillus niger

Mudas de sisal com oito meses de idade tiveram suas raizes lavadas e
sofreram lesbes padronizadas (quatro perfuracdes) ao redor do caule, conforme
descrito acima. Em seguida, as raizes e o caule foram borrifados com as diferentes
suspensdes de A. niger, preparadas conforme descrito acima, na concentragéo de
10" conidios . mL™. Os tratamentos consistiram de dois isolados de A. niger de
diferentes municipios do Estado da Bahia (Riachdo do Jacuipe e Capela) e um
isolado de Cruz das Almas (definido como contaminante). O tratamento controle
consistiu na asperséo de agua destilada.

Apo6s 20 dias de inoculacdo, foram avaliados a severidade dos sintomas e
incidéncia da doenca, cortando-se transversalmente 0,5 cm acima do ponto de lesdo
e observando-se a presenca de sintomas da podriddo vermelha no caule, com a
seguinte escala de notas (Figura 1): O - sem sintoma; 1- escurecimento dos tecidos
internos do caule; 2 - vermelhiddo nos tecidos internos do caule; 3 - planta morta
(Figura 1). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 50
repetigoes.

Como a severidade foi avaliada através de escala de notas, fez-se analise de
Kruskal-Wallis a 5 % de probabilidade, que é uma analise de variancia néo
paramétrica. Os tratamentos foram comparados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov,
a 5 % de probabilidade.

Para avaliagdo da incidéncia da doenga para cada tratamento, somaram-se
as plantas sintométicas dividindo pelo numero total de plantas, obtendo-se os dados
em porcentagem.

Para as analises estatisticas utilizou-se o software Systat 12 (Systat Software

Inc.).
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Figura 1. Escala de notas adotada para avaliar a severidade da podridédo
vermelha de sisal em mudas inoculadas. (A) Nota O - Planta sadia; (B) Nota 1 -
Sintoma inicial, escurecimento dos tecidos internos do caule; (C) Nota 2 -
Vermelhidao dos tecidos internos do caule; (D) Nota 3 - Planta morta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sintomas de podriddo vermelha s6 ocorreram nas mudas com ferimentos
no caule e inoculadas, enquanto que mudas inoculadas sem lesdo nao
apresentaram sintomas, indicando a necessidade da leséo para a penetragcdo do
fungo. A incidéncia da doenga nas mudas inoculadas foi de 80 %. Coutinho et al.,
(2006b) também observaram que mudas sem leséo, inoculadas com chumagcos de
algodao embebido com suspenséo conidial de A. niger, ndo apresentaram sintomas
da doenca. Roger, (1953) citado por Souza Filho et al., (1979) relatou que a
capacidade de penetracdo e colonizacdo de A. niger depende do estado em que se
encontra a planta hospedeira. Quando submetidas a algum tipo de estresse, as
plantas ficam mais predispostas a infec¢ao.

A necessidade da lesdo para a ocorréncia da doenca estd relacionada

provavelmente a morfologia da planta. As caracteristicas xerdfilas da planta de sisal,
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ou seja, cuticula cerosa e espessa sdo barreiras naturais a penetracdo de
microrganismos e, enquanto elas se mantiverem intactas, a entrada de patdgenos é
impedida (WALLACE e DIEKMAHNS, 1952; LOCK, 1962; LIMA et al., 1998).

Lock (1962), citado por Coutinho et al., (2006b), sugere que o ferimento
causado na base da folha por ocasido do corte destas para o desfiboramento é a
principal via de penetracdo do agente etioldgico da podriddo do caule em plantas de
sisal. Entretanto, Bock (1965) afirma que esses fungos podem penetrar na planta
atraves de injurias causadas abaixo do nivel do solo por instrumentos utilizados nos
tratos culturais, causando a infecgdo na base ou na parte lateral do caule. Estes
autores indicam que ferimentos causados por capinas, desbaste de touceiras e
retirada de rebentos da planta-mée podem ser importantes vias de penetracdo de
patégenos que causam os sintomas de podriddo em plantas de sisal.

As lesdes fisiologicas, causadas por situacdes de extremo estresse (periodo
de seca) também podem se constituir num importante fator, contribuindo para a
infecgcdo da planta n&o injuriada mecanicamente, pois observa¢cdes em diversas
areas de sisal tém demonstrado maior incidéncia da doenca durante o periodo
chuvoso, ap6s um longo periodo de seca (dados n&o publicados). Estudos deverdo
ser conduzidos para comprovar esta hipotese.

Foi observada a presenca do patdgeno na superficie das raizes (rizoplano),
nas mudas inoculadas. Porém, as observacdes do crescimento do fungo na
superficie das raizes das mudas se sisal coletadas durante o experimento, as quais
foram desinfestadas e inoculadas em meio de cultura BDA, indicam que este fungo
nao possui a capacidade de penetrar nestes tecidos e causar infecgdo, mesmo com
uma elevada densidade de in6culo no rizoplano (Figura 2). Além disso, apds a
remoc¢do da epiderme das raizes e inoculacdo destas em meio de cultura BDA, ndo
foi observado o crescimento do fungo no meio de cultura, o que também demonstra
que o patdgeno coloniza os tecidos mais externos das raizes, mas ndo possui a

capacidade de infecta-las e causar doenca.
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Figura 2. (A) Crescimento de A. niger ap0s cinco dias de semeio em placas de Petri
com BDA salino de raizes desinfestadas coletadas de mudas de sisal inoculadas com
A. niger; (B) Crescimento de A. niger apos cinco dias de semeio de fragmentos de
pseudocaule desinfestados, coletados de mudas de sisal inoculadas com A. niger; (C)
Sintoma da podridao vermelha do sisal no interior do caule, dez dias apdés inoculacéo.

Entretanto, € comum observar-se no campo, rebentos pequenos e plantas
novas em touceiras de sisal com sintomas de podridao vermelha (Figura 3). Estas
observacbes sugerem que o fungo pode ser transferido da planta mée para o
rebento, através do rizoma, sendo as mudas contaminadas uma importante fonte de
inoculo e veiculo de disseminagdo para plantios novos e aqueles ja existentes. E
necessario investigar se a penetracdo do fungo nos rebentos de sisal ocorre via

tecidos do caule ou das raizes novas.
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Figura 3. Mudas rebento de sisal apresentando sintomas da doenga. (A) Sintoma
externo: amarelecimento da planta. (B) Sintoma interno: podriddo vermelha nos
tecidos do caule e na base das folhas.

Quanto a colonizagdo das plantas inoculadas com A. niger, a analise de
variancia entre os tratamentos indicou ndo haver diferenca minima significativa entre
os trés isolados testados, exceto o controle que diferiu estatisticamente de todos os
tratamentos. Também nao houve interacdo significativa entre isolado e tempo, sendo
a freqiiéncia de colonizacdo de todos isolados igual durante o periodo de avaliagao.
Assim, conclui-se que cinco dias apés a inoculacdo, embora nao sejam observados
sintomas caracteristicos da doenca, o fungo ja coloniza os tecidos da planta
mantendo-se constante a freqtiéncia de colonizacdo de todos os isolados durante 30
dias, que se constituiu no periodo méximo de avaliacédo (Figura 4).

Apesar do tratamento controle ndo ter sido inoculado, a lesédo causada e a
utilizacéo de solo ndo estéril para o transplantio das mudas, permitiu que ocorresse
pequena frequéncia de infec¢do por A. niger nos tecidos do pseudocaule das mudas
(Figura 4).
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Figura 4. Frequéncia de colonizagdo por A. niger de fragmentos de caule de sisal
desinfestados, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias apés inoculagdo por diferentes isolados
de A. niger. TO - Controle, somente lesdo; T1 - Isolado do Municipio de Capela; T2
- Isolado do Municipio de Riach&o do Jacuipe; T3 - Isolado contaminante da
colecdo de microrganismos do Laboratério de Microbiologia da UFRB. Os dados
foram transformados para ArcSenvx e submetidos a ANOVA. O teste F nao foi
significativo a 5% de probabilidade quando analisado somente os tratamentos
(exceto controle). Nao houve interagéo significativa entre tratamento e tempo.
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As avaliagbes de patogenicidade e agressividade de diferentes isolados de A.
niger inoculados em mudas de sisal demonstraram o desenvolvimento de sintomas
dez dias apés a inoculacdo, em todos os tratamentos exceto no controle. Plantas
mortas foram observadas a partir de 15 dias apo6s a inoculagdo, nos tratamentos
com os isolados das regibes de Capela e Riachdo do Jacuipe. O isolado
contaminante ndo causou a morte de plantas durante o periodo de avaliagdo do
experimento (30 dias).

Todos os isolados avaliados foram patogénicos, sendo que os isolados de
Riach&o do Jacuipe e Capela causaram 100 % de incidéncia da doenca, enquanto
que o isolado considerado contaminante causou 38 % de incidéncia (Figura 5).

Quanto a severidade, os isolados de Riachdo do Jacuipe e Capela néo
apresentaram diferenca minima significativa quando comparados pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov a 5 % de probabilidade. Somente o tratamento com o isolado
contaminante apresentou diferenca significativa, sendo a agressividade deste

isolado menor, quando comparada aos demais isolados testados (Figura 5).
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Figura 5. Incidéncia e severidade de diferentes isolados de A. niger inoculados
em mudas de sisal. TO - Controle; T1 - Isolado do Municipio de Capela; T2 -
Isolado do Municipio de Riachdo do Jacuipe; T3 - Isolado contaminante da
colecdo de microrganismos do Laboratério de Microbiologia da UFRB. A
incidéncia foi avaliada através da percentagem de plantas sintométicas. A
severidade foi avaliada através de escala de notas: (0) sem sintoma; (1) Sintoma
inicial; (2) Vermelhiddo do pseudocaule; (3) Planta morta. Os tratamentos foram
comparados pelo teste ndo paramétrico de Kolmogorov-Smirnov a 5% de
probabilidade.

Esses resultados demonstram que isolados obtidos de plantas doentes
apresentam maior agressividade quando submetidos a condi¢cdes favoraveis
(hospedeiro suscetivel e com lesdo). Ja no tratamento com o isolado considerado
contaminante, apesar de este apresentar a capacidade de causar doenga, sendo
portanto, considerado patogénico, esta ocorre com menor incidéncia e severidade,
possivelmente por este isolado ndo estar adaptado a planta.

Nao é comum fungos do género Aspergillus causarem doenca em plantas,

pois estes sdo geralmente saprofitas. Entretanto, estes fungos causam podriddo do
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colo na cultura do amendoim (Arachis hypogaea) e doencas de pds-colheita e
armazenamento de produtos agricolas (LIMA & ARAUJO, 1999).

Para o crescimento deste fungo no interior do tecido hospedeiro é necessario
a acdo de enzimas hidroliticas capazes de degradar a parede celular das células
vegetais (AGRIOS, 2004). A acdo dessas enzimas pode estar intimamente
relacionada a patogenicidade e agressividade de A. niger, pois é possivel que os
isolados mais agressivos, por estarem mais adaptados a planta, apresentem
ativacdo de genes que expressam tais enzimas, ao contrario do isolado
contaminante que, por estar em ambiente diferenciado (fora da planta), n&o
necessita de tais genes ativos para sua sobrevivéncia. Estudos de diversidade
genética e atividade enzimética de isolados de A. niger, combinados com estudos de
inoculagdo e re-isolamento sucessivos em plantas de sisal, poderiam explicar se
esses isolados com baixa agressividade tém capacidade de se adaptar & planta,
aumentando a severidade da doenga ao longo do contato com a planta e apontar
para as alteracdes genéticas que ocorrem nesse processo.

Foi constatado por Coutinho et al., (2006a) e Soares et al., (2006), que o
agente etiologico da podriddo vermelha do sisal na Bahia é o fungo A. niger.
Entretanto, durante os experimentos péde-se observar diferencas morfolégicas e de
crescimento entre os isolados cultivados nas mesmas condi¢bes, o que sugere
variabilidade genética entre os isolados ou a ocorréncia de outras espécies de
Aspergillus e ndo apenas de A. niger, como vem sendo relatado na literatura, com
base em observacbes morfoldgicas da cultura. Abarca et al.,, (2004) destacou a
existéncia de diferentes espécies de Aspergillus com caracteristicas morfolégicas
semelhantes, porém através de andlise filogenética, estas apresentaram-se como
espécies completamente distintas dentro do género. Isso implica na possibilidade da
doenga ser causada por diferentes espécies de Aspergillus, e na necessidade de
estudos de sequenciamento do material genético e identificagdo desses isolados

obtidos de plantas sintomaticas de diversas regides.
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CONCLUSOES

1. E necesséaria a presenca de lesdo no caule do sisal para o desenvolvimento
da doenca em mudas inoculadas.

2. A infecc&o por A. niger ndo ocorre pelas raizes, mesmo que estas tenham
lesdes.

3. Um isolado de A. niger obtido do ar foi patogénico a plantas de sisal,
apesar da agressividade ter sido mais baixa, quando comparada com isolados
obtidos de sisal.

4. A colonizacdo do caule por A. niger ocorre cinco dias apds a inoculagao,
enguanto que os sintomas de podriddo nos tecidos internos do caule tornam-se
perceptivos 10 dias ap0s a inoculacdo e a morte das plantas se inicia 15 dias apés a

inoculagao.
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SELECAO DE Trichoderma spp. PARA O CONTROLE BIOLOGICO DA
PODRIDAO VERMELHA DO SISAL (Agave sisalana).

Jefferson Oliveira de Sa
Ana Cristina Fermino Soares
Jorge Teodoro de Souza

RESUMO

A cultura do sisal (Agave sisalana) ocupa uma extensa area na regiao semi-
arida dos Estados da Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte, gerando atividade
econdmica por meio da sua cadeia produtiva, para um contingente de mais de meio
milhdo de pessoas. Apesar da importancia da cultura do sisal, existem poucos
estudos sobre esta cultura. Na Bahia, tem sido constatado um aumento significativo
na incidéncia da podriddo vermelha do pseudocaule do sisal causado pelo fungo
Aspergillus niger. O controle biolégico se constitui numa ferramenta viavel, j& que
existem microrganismos a exemplo de fungos do género Trichoderma, que vem
sendo utilizados para o controle de varios fitopatbgenos em diversas culturas. Assim
0 objetivo deste trabalho foi isolar e selecionar isolados de Trichoderma spp. para o
controle biolégico da podridao vermelha do sisal. Foi desenvolvida uma metodologia
para sele¢do in vitro de isolados Trichoderma spp. antag6nicos a A. niger, utilizando
discos desinfestados de caule de sisal como substrato de crescimento de ambos os
fungos. Este teste in vitro permitiu selecionar quatro isolados de Trichoderma spp.
como potenciais agentes de biocontrole. Dos 44 isolados de Trichoderma spp.
obtidos da regi&o sisaleira Semi-Arida da Bahia, quatro inibiram significativamente o
crescimento micelial e esporulacdo de A. niger. Os padrdes de crescimento dos
isolados de Trichoderma nos discos de caule de sisal com A. niger sugere a
ocorréncia de diferentes mecanismos de acdo desses isolados. Em campo, os
isolados selecionados como antagonicos a A. niger ndo foram eficientes no controle
da podriddo vermelha do sisal, nas condi¢cdes edafoclimaticas do municipio de
Miguel Calmon, Bahia. As condi¢Bes edafocliméticas das regides produtoras de sisal
na Bahia tém que ser avaliadas nos trabalhos futuros com Trichoderma spp. e
controle da podridéo vermelha.

Palavras chave: Agave sisalana, controle bioldgico, fitossanidade
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SELECTION OF Trichoderma spp. FOR CONTROL OF SISAL (Agave sisalana)
RED ROT DISEASE

Jefferson Oliveira de Sa
Ana Cristina Fermino Soares
Jorge Teodoro de Souza

ABSTRACT

Sisal (Agave sisalana) cultivation occupies a large area in the semiarid region
of the States of Bahia, Paraiba and Rio Grande do Norte, generating economic
activity through its supply chain for more than half a million people. Despite its
importance, there are very few studies about this crop. Yet, in Bahia State a
significant increase in the incidence of sisal red rot disease caused by the fungus
Aspergillus niger has been reported. Biological control can be a potential tool since
several microorganisms, such as fungi from the genus Trichoderma, have been
tested and used for the control of several plant pathogens in several crops. Thus, this
study aimed at isolating and selecting Trichoderma spp. for the biological control of
sisal red rot disease. A methodology for in vitro selection of Trichoderma isolates
antagonistic to A. niger was developed with the use of desinfested sisal stem discs
as growth substrate for both fungi. This in vitro test allowed the selection of four out
of 44 tested Trichoderma isolates as potencial biocontrol agents. These isolates,
which were obtained from sisal producing areas in the Semi-Arid region of Bahia
were able to significantly inhibit micelium growth and spore germination of A. niger.
The growth pattern of Trichoderma isolates in sisal stem discs inoculated with A.
niger suggest the occurrence of different mechanisms of antagonistic action by these
microorganisms. In field experiments, the Trichoderma isolates selected in vitro as
antagonists to A. niger were not efficient in controlling sisal red rot disease in sisal
plants grown in the Semi-Arid environmental conditions of the municipality of Miguel
Calmon, State of Bahia. The environmental conditions of the sisal producing regions
in Bahia must be considered in future field research with Trichoderma and control of
sisal red rot disease.

Keywords: Agave sisalana, biocontrol, plant health
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INTRODUCAO

A cultura do sisal (Agave sisalana) ocupa uma extensa area na regiao semi-
arida dos Estados da Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte, sendo uma das
principais fontes de geragdo de emprego e renda dessas regides com poucas
alternativas para producéo agricola. Apesar da sua relevancia, tem-se constatado
nos ultimos anos, um declinio continuo desta cultura, expresso em reducéo da area
cultivada, de producgéo e produtividade, devido & ocorréncia da podriddo vermelha
do caule, que causa a morte da planta, constituindo-se no principal problema
fitossanitario da cultura. Dados obtidos no estado da Bahia tém demonstrado 100 %
de prevaléncia e incidéncia variando entre 5 e 65 % nos municipios produtores.

A doencga induz o aparecimento dos seguintes sintomas: coloracdo vermelha
gue se estende do caule para a base das plantas, com amarelecimento das folhas. A
planta infectada fica amarelada e murcha, o caule apodrece e se desprende
facilmente do solo, levando a planta & morte. Devido ao clima, alguns produtores
acreditam que o problema é causado pela seca (LIMA et al., 1998).

O fungo Aspergillus niger foi identificado como o agente causal da podridéo
vermelha do sisal nos estados da Paraiba e Bahia (COUTINHO et al., 2006;
SOARES et al., 2006). A capacidade de penetracdo e colonizacdo de A. niger esta
na dependéncia do estado em que se encontra o hospedeiro. Quando submetidas a
algum tipo de estresse, as plantas ficam mais predispostas a infec¢do (ROGER,
1953; citado por SOUZA FILHO et al., 1979).

O estabelecimento de métodos de controle desta doenga € de importancia
vital para a economia da regido sisaleira, visto que esta doenga causa a morte da
planta e a sua disseminacdo, sem a implementacao de estratégias de controle, pode
inviabilizar o cultivo do sisal no Brasil, comprometendo toda a cadeia produtiva. Para
a cultura do sisal, ndo existe o registro de produtos para o controle quimico e nem a
descricdo de métodos eficientes de controle.

No controle de doencas de plantas, os métodos vém sendo aperfeicoados
com objetivo de assegurar o0 uso racional de produtos quimicos, bem como, garantir
a rentabilidade da atividade do agricultor e diminuir os riscos a saide humana e ao
meio ambiente.

Doencas de plantas causadas por patdgenos de solo, principalmente fungos,

sdo de dificil controle, devido as estratégias de sobrevivéncia desses
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microrganismos no solo. Nestes casos é fundamental a adogéo de taticas de manejo
integrado, destacando-se o controle cultural e biol6gico de fitopatogenos.

Neste contexto, uma alternativa para o controle de fitopatbgenos é o uso de
microrganismos antagonistas, 0s quais oferecem potencialmente respostas para
muitos problemas enfrentados na agricultura. O controle biolégico de patégenos
veiculados pelo solo pode ser obtido através da introdugé@o de antagonistas, tanto no
solo quanto nos 6rgdos de propagacdo ou através da manipulacdo do ambiente
(LARANJEIRA, 2001).

Entre os fungos do solo com acdo comprovada contra patégenos do solo,
tém-se destacado isolados selvagens e melhorados de Trichoderma spp. (REIS et
al., 1995). O género Trichoderma, pertencente a Ordem Hypocreales, é
representado por fungos ndo patogénicos, habitantes do solo, que exercem
antagonismo a varios fitopatdogenos, através do parasitismo e/ou antibiose, bem
como, por hiperparasitismo (MELO, 1998).

O fungo Trichoderma spp. é um agente de controle biolégico por ser
antagonista a varios fungos fitopatogénicos, podendo exercer o controle
indiretamente, competindo por espago e nutrientes, modificando as condi¢des
ambientais, produzindo antibidticos, inativando as enzimas do patdégeno ou,
diretamente, mediante o micoparasitismo (BENITEZ et al, 2004).

O sisal ainda é uma cultura pouco estudada. N&o existem relatos na literatura
sobre o controle da podriddo vermelha do sisal. Entretanto, diversos trabalhos tém
demonstrado o sucesso do uso de Trichoderma no controle de diversos patégenos
do solo como Pythium sp. (NASEBY et al, 2000; THRANE et al, 2000), Rhizoctonia
solani. (CUNDOM et al, 2003), Phytophthora spp. (ETEBARIAN et al., 2000,
EZZIYYANI et al, 2007) e Sclerotinia sclerotiorum, agente causal do mofo-branco do
feijoeiro (ETHUR et al. 2001); e da parte aérea como Botrytis cinerea (HJELJORD et
al, 2001, LISBOA et al, 2007) e Moniliophthora perniciosa, agente causal da
vassoura-de-bruxa do cacaueiro (BEZERRA et al. 2003) entre outros fitopatégenos.

O género Trichoderma, apesar das dificuldades em sua classificagdo € um
fungo de facil cultivo e de manutencdo, sendo uma alternativa de baixo custo e de
facil implantacdo quando comparado com o controle quimico que requer a obtencéo
de moléculas complexas que demandam um grande periodo de tempo e tem um

custo muito elevado, além dos impactos ambientais que causam.
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O manejo da cultura do sisal causa lesbes mecanicas nas plantas e o
ambiente de estresse devido ao clima e as caracteristicas fisicas e quimicas dos
solos cultivados com sisal na regido Semi-arida facilitam a infeccdo pelo patégeno, e
torna outras estratégias de controle complexas e invidveis. Assim, o uso de
microrganismos antagonistas se constitui numa alternativa de controle da doenca,
por meio da diminuicdo da densidade de in6culo do patdégeno, diminuindo assim, a
incidéncia da doenca e mortandade de plantas.

Portanto, € necessario se estudar o potencial de Trichoderma spp. no controle
de A. niger, agente causal da podridéo vermelha do sisal. Assim, o presente trabalho
teve o objetivo de isolar e selecionar isolados de Trichoderma spp. para o controle

desta doenca na regido sisaleira da Bahia.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo de isolados de Trichoderma

Os isolados de Trichoderma spp. foram obtidos a partir de amostras de solo
coletadas na regido préxima as raizes de plantas de sisal e de plantas de sisal dos
municipios da regido sisaleira da Bahia (Araci, Barrocas, Campo Formoso,
Conceicdo do Coité e Retirolandia). O isolamento foi feito pela técnica da diluic&o
seriada e plaqueamento em meio BDA (Batata, Dextrose, Agar) 1/5 com 1 mL . L™
de Tormicina. As culturas puras dos isolados foram conservadas a temperatura
ambiente em frascos de vidro esterilizados, contendo 4 mL de agua destilada e

esterilizada, sendo estes identificados e fechados hermeticamente.

Selecao de Trichoderma spp. em discos do caule de plantas de sisal

Para a selec@o desses isolados quanto ao antagonismo a A. niger, discos
horizontais do caule de sisal em forma de discos de 17 mm de diametro x 0,5 cm de
altura foram cortados, lavados e desinfestados em alcool 70 % e hipoclorito de sédio
1 %, ambos por cinco minutos, seguido de duas lavagens com &gua destilada e

esterilizada. Posteriormente, os discos do caule foram acondicionados em potes de
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plastico (capacidade para 100 mL) descartaveis, contendo uma fina camada de
papel toalha esterilizado no fundo. Em seguida, os discos de caule foram inoculados
por asperséo, dentro dos potes de plastico, com uma suspensdo de esporos de A.
niger (+1,6 mL) na concentracéo de 10’ conidios . mL™. Os tratamentos consistiram
de 44 isolados de Trichoderma spp., aplicados duas horas apo6s inoculacdo de A.
niger via aspersao de suspensao de esporos na mesma concentragdo. O controle
negativo consistiu apenas da aplicacdo de A. niger. Além disso, foi utilizado um
controle positivo composto por discos de caule ndo inoculados, com o propdsito de
verificar a eficiéncia do processo de desinfestacdo dos discos de caule. O material
foi incubado a temperatura ambiente, por um periodo de cinco dias.

Apos a incubacdo, os discos de caule foram transferidos para frascos de
Erlenmeyer com capacidade de 50 mL, contendo 20 mL de solugéo salina (0,85 %
NaCl), com 100 pL de Tween20® agitados durante 1 minuto para obtencdo da
suspensdo dos esporos presentes no disco de caule. Em seguida, realizou-se a
contagem de esporos de A. niger dessa suspensao, com auxilio de camara de
Newbauer e microscopio 6tico marca Zeiss Axiostar, com aumento 100 X,
calculando-se a concentragédo de esporos no volume total de 20 mL da solugéo
salina.

O experimento foi dividido em cinco etapas, sendo cada etapa constituida de
dez tratamentos mais o tratamento padréo (controle negativo), exceto a quinta etapa
gue possuiu quatro tratamentos e o tratamento padrédo, totalizando assim a
avaliacdo dos 44 isolados de Trichoderma spp..

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repetic6es. Os dados foram transformados para log (x + 1) e submetidos & analise
de variancia. A comparacéo dos tratamentos com a testemunha (tratamento padrao)
foi feita pelo teste de Dunnet a 5 % de probabilidade. Para analises estatisticas

utilizou-se o software Systat 12 (Systat Software Inc.).

Selecdo in vivo de isolados de Trichoderma spp. nas condi¢cbes da regido

semi-arida da Bahia, produtora de sisal.

Mudas de sisal com 10 meses, oriundas de bulbilhos colhidos no municipio de
Retirolandia-BA e plantadas em area experimental no municipio de Cruz das Almas-

BA, foram coletadas e conduzidas ao municipio de Miguel Calmon, Bahia. Foram
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feitos ferimentos padronizados nas mudas (quatro perfuragdes equidistantes, com 2
cm de profundidade e 1 mm de diametro) e estas foram inoculadas com A. niger via
aspers&o de suspensio de esporos na concentragéo 10’ conidios . mL™* nas raizes
e no local dos ferimentos, exceto no tratamento controle onde foi aplicado somente
agua destilada esterilizada. Duas horas apés a inoculagdo com A. niger, as mudas
foram borrifadas com uma suspenséo de esporos de isolados de Trichoderma spp.
(TCSO01, TCS16, TCS03 e TCS35) na concentragao 107 conidios . mL?, exceto na
testemunha que somente foi inoculada A. niger. Posteriormente, as mudas foram
plantadas em sacos de polietileno (21 x 14,5 cm) com capacidade para 1 dm® de
solo, contendo solo da regido de Miguel Calmon, area produtora de sisal, sendo
mantidas no campo, em area aberta, durante 30 dias para avaliacdo da severidade e
incidéncia da doenga.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 50 repeti¢des,
e seis tratamentos: quatro isolados de Trichoderma, um controle positivo (somente
les@o) e um controle negativo (somente A. niger).

A severidade dos sintomas da doenca foi avaliada por meio de corte
transversal a 0,5 cm acima do ponto de lesdo e observacdo da presenca de
podridédo vermelha no caule, adotando-se a seguinte escala de notas: 0 - sem
sintoma; 1 - escurecimento dos tecidos internos do caule; 2 - vermelhiddo dostecidos
internos do caule; 3 - planta morta. Como a severidade foi avaliada através de
escala de notas, fez-se analise de Kruskal-Wallis a 5 % de probabilidade, que é uma
analise de variancia ndo paramétrica. Os tratamentos foram comparados pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov a 5 % de probabilidade.

Para avaliagdo da incidéncia da doengca em cada tratamento, foram contadas
as plantas sintométicas e fez-se o célculo, dividindo o numero de plantas
sintométicas pelo nimero total de plantas. Para as analises estatisticas utilizou-se o

software Systat 12 (Systat Software Inc.).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 44 isolados de Trichoderma do solo da regido sisaleira dos

municipios de Araci, Campo Formoso e Retirolandia. N&o foi encontrado
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Trichoderma endofitico do sisal nas amostras de raizes e caule, coletadas de plantas

dos municipios da regiéo sisaleira (Tabela 1).

Tabela 1. Isolados de Trichoderma spp. obtidos por diluicdo seriada de amostras de

solo de diferentes localidades de municipios da regido sisaleira.

Quantidade de

Municipio Localidade Isolados _
isolados

TCSO01, TCS09,
Morrinhos 4 isolados
TCS10, TCS11

TCSO02, TCSO03,
Lagoa do Porco TCS04, TCSO05, 6 isolados
TCSO06, TCSO07

TCS12, TCS13,

TCS13, TCS14,

Campo Formoso TCS15, TCS16,
Belas 12 isolados

TCS17, TCS18,

TCS19, TCS20,

TCS21, TCS22

TCS23, TCS24,
TCS25, TCS26,

Toca da Novilha 7 isolados
TCS27, TCS28,
TCS29
TCS30, TCS31,
Araci TCS32, TCS33, 6 isolados

TCS34, TCS35

TCS36, TCS37,

Area 1* 4 isolados
TCS38, TCS39
Retirolandia TCS40, TCS41,
Area 2* TCS42, TCS43, 5 isolados
TCS44

* Nao foi possivel identificar o nome da localidade, entdo foram definidos numericamente para

diferenciar.
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As colbnias desses isolados apresentaram caracteristicas como micélio
hialino e esporulagéo intensa de coloragéo variando do verde claro ao verde escuro,
sendo em alguns casos, essa esporulacao distribuida em toda &area da placa ou
formando anéis ao redor do centro das placas de Petri (Figura 1).

Figura 1. Culturas de Trichoderma spp. apresentando caracteristicas diferenciadas de
crescimento e esporulacdo. (A) Esporulacdo abundante em forma de aneis. (B)
Esporulacao distribuida aleatoriamente ao longo da placa de Petri com o0 meio de cultivo.

Quanto a selecao de Trichoderma spp. nos discos de caule de sisal, p6de-se
observar o antagonismo desses isolados a Aspergillus niger, onde cada isolado
apresentou comportamento diferenciado em relagdo a inibicAo do patdgeno,
crescimento micelial e esporulacdo no tecido da planta (Figura 2). Possivelmente,
essas diferencas de comportamento estejam relacionadas ao mecanismo de inibicéo
utilizado por esses isolados de Trichoderma spp. e a capacidade de crescimento

desses nos fragmentos de caule de sisal e de competir com o patdégeno.



42

Figura 2. Antagonismo de Trichoderma spp. a Aspergillus niger em discos de
caule de sisal. (A) Crescimento micelial intenso com esporulagdo verde claro
fora do disco de caule; (B) Crescimento micelial e esporulagcdo pouco intensa
permitindo desenvolvimento do patégeno; (C) Crescimento micelial intenso no
disco de caule com esporulagéo verde escura fora do tecido da planta; (D)
Crescimento micelial pouco intenso com esporulacdo verde escura no disco de
caule; (E) Controle positivo: ndo inoculado; (F) Controle negativo: inoculado
apenas com Aspergillus niger.

Observou-se que os isolados TCS01 e TCS32 de Trichoderma spp. permitem
0 crescimento menos intenso de A. niger. Porém, ap6s o desenvolvimento, ocorre 0
micoparasitismo pelo antagonista e impedimento do crescimento de forma mais

intensa do patdgeno. Enquanto que os isolados TCS16 e TCS23 de Trichoderma
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spp. crescem rapidamente no disco de caule de sisal, causando 100% de inibigdo do
crescimento micelial e esporulagdo de A. niger (Figura 3).

As espécies de Trichoderma sdo geralmente consideradas competidoras
agressivas, apresentando rapido crescimento e colonizacdo, excluindo muitos
patégenos (MARCHETTI et al, 1992).

Segundo Benitez et al, (2004), o controle de fitopatdgenos por Trichoderma
pode ocorrer pela competicdo por espago e nutrientes, modificagdo das condi¢des
ambientais, producdo de antibiéticos e inativacdo das enzimas do patégeno, ou
mediante o micoparasitismo.

O crescimento micelial e esporulagédo de isolados de Trichoderma spp.
observado nos discos de caule mostram mais um ponto positivo deste antagonista,
pois além de ter atividade antagbnica ao patdgeno, ainda sobrevive e cresce nos
tecidos da planta. Bettiol & Ghini, (1995) destacam que para um antagonista ser bem
sucedido é preciso que ele tenha capacidade de multiplicar e colonizar a superficie
da planta, podendo atuar por meio de um ou mais mecanismos, permitindo uma
maior eficiéncia.

Em relacdo & inibicdo da esporulacdo de A. niger, os isolados TCS01, TCS16,
TCS23, TCS32, comparados com a testemunha (tratamento padréo) apresentaram
diferenca significativa, de acordo com o teste de Dunnet a 5 % de probabilidade
(Figura 3). Os demais isolados (40 isolados) de Trichoderma spp., apesar de
inibirem o crescimento do patégeno, ndo diferiram significativamente do tratamento

controle.

Tratamento B Testemunha

40000000 - b
35000000 -
30000000 -
25000000 -
20000000 -
15000000 -
10000000 -
5000000 +
0 4

N° de esporos de A. niger

A
TCSO1 TCS16 TCS23 TCS32

Isolados de Trichoderma

Figura 3. Inibicdo de esporulagdo de A. niger em discos de caule por diferentes
isolados de Trichoderma. Médias seguidas de mesma letra comparando-se
tratamentos e testemunhas n&o diferem entre si pelo teste de Dunnet a 5 % de
probabilidade.
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Os isolados TCSO01 e TCS32, apesar de inibirem o crescimento e esporulacéo
de A. niger, ainda permitem um pequeno desenvolvimento do patégeno, para que
posteriormente ocorra 0 micoparasitismo e a destruicdo de suas estruturas como
hifas e conidios. Provavelmente, nestes casos prevaleca o0 mecanismo de
micoparasitismo, que apesar de néo inibir completamente e destruir imediatamente o
patégeno, contribui para a diminuicdo de inéculo, o que pode contribuir para a

reducao da infecgéo e estabelecimento da doenca nas plantas de sisal (Figura 4).

Figura 4. Trichoderma (Isolado TCS01) micoparasitando conidioforo de A. niger.

Para Lorito (1998), o micoparasitismo parece ser 0 mecanismo mais eficiente
de antagonismo do controle biol6gico natural, pois os hiperparasitas por viverem as
custas do patdgeno estdo sujeitos as mesmas variacdes ambientais e dependem
das mesmas condicbes do organismo parasitado. O micoparasitismo esta
relacionado a capacidade de Trichoderma em produzir enzimas hidroliticas capazes
de degradar os constituintes da parede celular do patdgeno, possibilitando a
digestéo da parede celular e utilizagdo dos nutrientes intracelulares do hospedeiro
(LORITO et al., 1994). As enzimas hidroliticas capazes de lisar os componentes da
parede celular desempenham, portanto, papel fundamental no processo antagonico
do micoparasitismo. As quitinases (endoquitinases, exoquitinases e [3-1,4-N-
acetilglucosaminidases), as exoglucanases e endoglucanases do tipo 3- glucanases

(3-1,3 e R-1,6), as proteases e as celulases (3-1,4- D-glucosidases), sdo as
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hidrolases identificadas nos fungos do género Trichoderma (DE MARCO et al.,
2000).

Os niveis de enzimas hidroliticas produzidas s&o diferentes para cada
interagcdo hospedeiro-parasita analisada. Este fendbmeno se correlaciona com a
habilidade que cada isolado de Trichoderma possui para controlar um patdégeno
especifico. Entretanto, a especificidade do processo ndo pode ser explicada apenas
por uma simples diferenca de atividade enzimética, j& que os isolados néo
antagonistas também produzem quantidades significativas de enzimas liticas, apesar
de serem em niveis mais baixos (HIJIELJORD & TRONSMO,1998).

Os isolados TCS16 e TCS23 inibiram em 100 % o crescimento e esporulagdo
do patdgeno nos discos de caule. Esses isolados apresentaram maior agressividade
e capacidade competitiva, crescendo mais rapidamente sobre os discos de caule,
quando comparados ao patégeno.

Espécies do género Trichoderma sdo conhecidas como produtoras de
diversos metabdlitos secundarios, volateis e nao volateis, com amplo espectro de
atividade antimicrobiana (PUNJA & UTKHEDE, 2003). Varios autores tém mostrado
que essas espécies podem secretar diversos antibiéticos antifingicos como as
pironas, isocianatos, tricotecenos, dentre outros (SCHIRMBOCK et al, 1994). A
secrecao desses metabdlitos ndo foi avaliada no presente trabalho, podendo esta
estar associada a inibicdo exercida pelos isolados TCS16 e TCS23 ao crescimento
micelial e esporulagéo de A. niger.

A avaliagdo em campo da eficiéncia de Trichoderma no controle da podridao
vermelha do sisal ndo apresentou resultados positivos, como foi observado nos
estudos conduzidos em laboratério nos discos de caule de sisal. A severidade da
doenca nos tratamentos com os isolados TCS01l, TCS03 e TCS16 nao diferiu
estatisticamente da testemunha (inoculagdo apenas com A. niger), com base no
teste ndo paramétrico de Kolmogorov-Smirnov a 5 % de probabilidade. A incidéncia
da podriddo vermelha do sisal foi de 100 % nos tratamentos, exceto o tratamento
com o isolado TCS35 que apresentou 84 % de incidéncia. A severidade da doenga
também foi mais baixa nas plantas tratadas com este isolado de Trichoderma.

Os tratamentos com os isolados TCSO01 e TCS16 apesar de apresentarem
bons resultados nos testes de laboratério, nas condicbes de campo da regido

sisaleira, no semi-arido baiano, nao contribuiram para o controle da doenca. J4 no
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tratamento com o isolado TCS35, que n&o inibiu significativamente A. niger nos

testes em laborat6rio, houve uma diminuicao na severidade da doenca (Figura 5).

N
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Figura 5. Severidade de Aspergillus niger em mudas de sisal tratadas com
Trichoderma spp. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
ndo paramétrico de Kolmogorov-Smirnov a 5 % de probabilidade.

Para Lumsden & Locke, (1989) n&o basta apenas que o antagonista seja um
potente agente de controle em condicbes de laboratério. E preciso também se
conhecer os fatores ecologicos que podem afetar o desempenho e, via de
consequéncia, adotar praticas de manejo adequadas para favorecer a sua
permanéncia e atividade no ambiente.

Sendo assim, o comportamento e eficiéncia desses microrganismos no
controle biologico estdo estreitamente condicionados aos fatores ambientais e a
relagdo das plantas com 0s microrganismos e entre 0s microrganismos.

Vale salientar que apesar dos testes em laboratério serem realizados em
discos da planta, o que de certa maneira € uma tentativa de aproximagdo da
realidade, é também de extrema importancia considerar as relagdes ecologicas entre
0S microrganismos presentes no solo, pois as intera¢des ecoldgicas ndo ocorrem
isoladamente, mas mutuamente e com grande complexidade, do que as condigdes
de laboratério (BETTIOL & GHINI, 1995). O controle bioldgico de doencas de plantas
deve ser considerado uma intima interacdo do patégeno com o hospedeiro,
influenciada pelo ambiente (BACKER & COOK, 1974).



47

Outro fator que interferiu nos resultados em campo foi o0 aumento da
agessividade do patdogeno quando submetido as condi¢des de alta umidade (mudas
irrigadas) e temperatura do semi-arido. Isto indica a adaptabilidade do patégeno a
esta condicdo. Segundo Schuster et al. (2002), o género Aspergillus sobrevive em
ampla escala de temperatura, variando de 6 a 47 °C, enquanto que Trichoderma
spp., apesar de também sobreviver em ampla faixa de temperatura, € mais efetivo
em temperaturas proximas a 25 °C (MCBEATH & ADELMA, 1991; HIELJORD et al,
2001).

Apesar do experimento de campo nédo ter apresentado resultados satisfatorios
de controle da podriddo vermelha do sisal, ndo podemos desconsiderar a eficiéncia
desses isolados no controle desta doenga do sisal, considerando que foi avaliada
apenas uma condicdo de temperatura, umidade, concentracdo de inéculo, forma de
inoculagdo e um tipo de solo. Nas condigbes em que o experimento foi conduzido
em campo, o patdgeno foi aplicado primeiro e numa concentracdo de in6culo muito
elevada, além do ambiente favorecer a doenca, o que nao permitiu que os isolados
de Trichoderma spp. demonstrassem seu potencial antagOnico. Testes com
aplicacdes preventivas de Trichoderma spp. em intervalos de tempo mais amplos
entre as aplicacGes de Trichoderma spp. e A. niger, podem demonstrar resultados
satisfatorios se o isolado de Trichoderma spp. apresentar a capacidade de
sobreviver na planta e no solo neste periodo e nessas temperaturas, protegendo a
planta e impedindo o crescimento populacional do patégeno no solo, quando este
estiver em condigdo ambiental favoravel.

A avaliacdo da sobrevivéncia e antagonismo de Trichoderma spp. no solo
também poderia demonstrar a eficiéncia na reducdo de ino6culo de A. niger, o que
consequentemente diminuiria a incidéncia da doenca, pelo efeito supressivo desses
microrganismos no solo. Como esses isolados de Trichoderma spp. foram obtidos
das areas produtoras de sisal, esperava-se que estes fossem tolerantes a
temperaturas elevadas. Outros estudos sobre a sobrevivéncia desses isolados em
diferentes condigbes ambientais devem ser conduzidos.

Diversos trabalhos tém demonstrado que agentes de controle biol6gico de
doencas de plantas ndo respondem de maneira semelhante aos resultados obtidos
em laboratério, devido as grandes variacdes nas condicbes ambientais. O uso
combinado de microrganismos para o controle biol6gico pode se constituir numa boa

estratégia para amenizar os efeitos do ambiente. Isso devido a diferentes condi¢des
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ambientais em que cada microrganismo sobrevive e atua, diminuindo assim 0s
efeitos das caracteristicas do ambiente no inoculante, aumentando sua eficiéncia
com a compensacdo de um microrganismo na auséncia de acdo do outro, além
também de relagéo sinérgicas que podem torna-los mais eficientes (GUETSKY et al.
2001).

Estudos mais aprofundados da sobrevivéncia desses isolados nos solos da
regido semi-arida e os mecanismos de acdo e avaliagbes bioquimicas destes
isolados, s@o necessérios para a melhor compreenséo da agéo destes isolados e de
seu potencial para o controle da podriddo vermelha do sisal. Estudos de
identificacdo por técnicas moleculares também sdo necessarios para a identificacao

ao nivel de espécie.

CONCLUSAO

1. Existe antagonismo e ao que tudo indica, por diferentes mecanismos, de isolados
de Trichoderma da regido sisaleira da Bahia & Aspergillus niger, agente causal da
podriddo vermelha do sisal e o potencial de controle desta doenga com

Trichoderma.

2. Foi definida a metodologia com discos de caule de sisal para testes in vitro de

antagonismo ao patdgeno A. niger.

3. A néo reproducibilidade no campo dos resultados de antagonismo in vitro, nas
condi¢bes ambientais do municipio de Miguel Calmon, Bahia, indicam que fatores
ambientais como temperatura e umidade sdo decisivos para o sucesso do
controle da podriddo vermelha com isolados de Trichoderma e estes devem ser

avaliados em trabalhos futuros.
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CONSIDERACOES FINAIS

A cultura do sisal tem importante papel econémico e social nas regides semi-
aridas da Bahia, onde outras atividades agricolas sdo limitadas ou inviaveis. A
cultura representa o principal disco econémico dos municipios dessa regido, sendo
responsavel pela geracdo de emprego direto e indireto. Sua producdo envolve
principalmente o disco de agricultura familiar, contribuindo na renda e sobrevivéncia
dessas familias.

Apesar da importancia da cultura do sisal, poucos estudos vém sendo
desenvolvidos para a melhoria da producdo e produtividade, principalmente sobre
um dos maiores problemas da cultura, a podriddo vermelha do sisal, que vem
causando perdas consideraveis de qualidade, producédo e produtividade, causando
grandes prejuizos nas regides produtoras de sisal.

Os resultados deste estudo demonstram que para a ocorréncia da doenga €
necessario a lesdo no caule e que existe patogenicidade de isolados de Aspergillus
niger ndo nativos da regido sisaleira, porem com baixa agressividade. De acordo
com a literatura cientifica é necessario alguma injiria na planta, seja ela mecéanica
ou fisiolégica, para que ocorra a doenga, considerando que o fungo Aspergillus niger
€ um saprdfita que infecta a planta em condicdes de estresse.

Este trabalho permitiu compreender melhor esta doenga, uma das condi¢cbes
da planta para que ocorra a patogenicidade do fungo (A. niger), o periodo
necessario para que ocorra a colonizacdo dos tecidos do caule pelo fungo e o
desenvolvimento dos sintomas, resultando na morte da planta. Estes resultados
também deram subsidio a outros trabalhos de pesquisa, principalmente de controle
da doenca.

Este se constitui no primeiro trabalho de controle biolégico da podriddo
vermelha do sisal relatado na literatura cientifica. Foram selecionados isolados de
Trichoderma spp. antagbnicos a A. niger. Foi também desenvolvida uma

metodologia para selecdo de Trichoderma spp. antagdnicos ao patégeno, em que 0s



fungos séo avaliados na superficie de discos desinfestados de caule de sisal, uma
tentativa de aproximagdo da realidade, que permitiu avaliar a acdo desses
microrganismos no tecido vegetal.

Apesar dos resultados em laboratério ndo terem sido semelhantes aos
obtidos em campo, a metodologia descrita anteriormente subsidia outros trabalhos
com controle biolégico da doenca, além de sugerir a necessidade de ajustes
metodoldgicos como variagdo das condigbes ambientais (umidade e temperatura),
para os estudos do comportamento de Trichoderma spp. e A. niger nos discos de
caule.

Trabalhos futuros deverdo conduzidos em diferentes condigdes
edafoclimaticas do semi-arido baiano para avaliar o comportamento dos isolados de
Trichoderma spp. obtidos, permitindo identificar com preciséo isolados promissores.
Além disso, testes em solo (em microparcelas) também devem ser conduzidos para
avaliar a sobrevivéncia de Trichoderma spp. e a capacidade em diminuir a
populagdo do patdégeno no solo, com consequente diminuicdo de indculo e do

desenvolvimento da doenca.
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