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RESUMO

A antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides € a principal doenga em mudas
de acaizeiro solteiro, por esse motivo, destaca-se entre os fatores limitantes da producgéo
de mudas, sem métodos de controle eficientemente recomendados. Assim, se faz
necessario o desenvolvimento de praticas de controle que possam ser aplicadas nesta
espécie. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de isolados de Trichoderma spp.
no controle bioldgico da antracnose em mudas de acgaizeiro Euterpe precatoria Mart. in
vitro e in vivo. Nos ensaios em in vitro e in vivo foram utilizados 43 isolados de
Trichoderma spp. Para verificar a acdo antagonica dos isolados de Trichoderma spp.
versus C. gloeosporioides utilizou-se o pareamento de culturas em placas de Petri em
meio BDA (Batata, Dextrose e Agar). A capacidade antagdnica dos isolados de
Trichoderma spp. foi avaliada aos 6 e 10 dias ap6s o pareamento, utilizando-se a escala
de notas de Bell, que varia de 1 a 5. O delineamento experimental adotado foi o
inteiramente casualizado em esquema fatorial 43x3. O material foi incubado, em
temperatura ambiente, por 10 dias. O experimento in vivo foi avaliado o efeito de isolados
de Trichoderma spp. na severidade da antracnose e no crescimento de mudas E.
precatoria. Para isto, foi usado substrato de casca da améndoa de castanha-do-brasil
colonizado com os isolados do antagonista, por 22 dias para desenvolvimento das plantas,
sendo mantidas por 10 meses no viveiro de mudas apos a repicagem. O experimento foi
conduzido em delineamento experimental com blocos casualizados, contendo 43
tratamentos, mais a testemunha, em quatro repeti¢fes. Os resultados in vitro mostraram
que os isolados de Trichoderma spp. avaliados neste ensaio demonstraram potencial para
o controle da antracnose. O pareamento das culturas demonstrou que todos os isolados de
Trichoderma spp. testados inibiram o crescimento micelial de C. gloeosporioides. No
ensaio in vitro os isolados de Trichoderma spp. competiram com o patégeno espaco e por
nutriente. Foi observado enrolamento e degradacdo das hifas, além de granulacdo da
parede celular de C. gloeosporioides, indicando microparasitismo do Trichoderma sobre
este fungo. No teste em campo, ndo houve efeito significativo nos tratamentos em relacéo
a severidade da doenca. Vinte e um isolados de Trichoderma spp. promoveram ganhos
de matéria seca nas raizes, tendo colonizado ativamente a rizosfera das mudas do
acaizeiro. O isolado CMEA182 (T. asperellum) se destacou significativamente dos
demais isolados, proporcionando a maior média de crescimento da parte aérea e também
do nimero de folhas. Os melhores isolados de Trichoderma spp. utilizados na aplicacéo
foliar das mudas de E. precatoria demonstraram bom potencial de controle da antracnose.

Palavras-chave: Antagonismo. Trichoderma. Colletotrichum gloeosporioides.
Acaizeiro solteiro. Patogenicidade. Castanha-do-brasil. Amazénia.



ABSTRACT

Anthracnose, caused by Colletotrichum gloeosporioides, is the main disease of the single-
stemmed assai palm, for this reason, stands out among the limiting factors for seedling
production, without effectively recommended control methods. Thus, it is necessary to
develop control practices that can be applied in this species. The objective of this study
was to evaluate the potential of Trichoderma spp. isolates on the control of anthracnose
of assai palm Euterpe precatoria in vitro and in vivo. In both in vitro and in vivo tests
were used 43 isolates of Trichoderma spp. to check the antagonistic action from isolates
of Trichoderma spp. against C. gloeosporioides by pairing of cultures in Petri dishes in
PDA medium. The antagonistic capacity of Trichoderma spp. isolates were evaluated at
6 and 10 days after the pairing, using Bell’s scale of notes, which ranges from 1 to 5. The
experimental design adopted was a completely randomized in a 43x3 factorial scheme.
The material was incubated at room temperature for 10 days. In the in vivo experiment
was evaluated the effect of Trichoderma spp. isolates on the severity of anthracnose and
the seedlings growth of E. precatoria. For this, the substrate composed of crushed Brazil
nut shells was colonized with the antagonist isolates, for 22 days for the development of
the plants, and these were kept for 10 months in the seedling nursery after pricking out.
The experiment was conducted in randomized blocks experimental design, containing 43
treatments, plus the control group, in four replications. In vitro results showed that the
Trichoderma spp. isolates evaluated in this study demonstrated potential for the control
of anthracnose. The pairing of cultures showed that all Trichoderma spp. isolates tested
inhibited the Mycelial growth of C. gloeosporioides. In the in vitro test the Trichoderma
spp. isolates competed with the pathogen for space and nutrient. Hyphal coiling and lysis
was observed, as well as granulation of hyphal cell wall of C. gloeosporioides, indicating
mycoparasitism of Trichoderma against this fungus. In the field test, there was no
significant effect on the treatments in relation to the severity of the disease. Twenty one
Trichoderma spp. isolates promoted dry matter gains in the roots, having actively
colonized the rhizosphere of the assai palm seedlings. The isolate CMEA182 (T.
asperellum) was significantly detached from the other isolates, providing the highest
average shoot growth and also the number of leaves. The best Trichoderma spp. isolates
used in the foliar application of seedlings of E. precatoria showed good potential for
anthracnose control.

Key words: Antagonism. Trichoderma. Colletotrichum gloeosporioides. single-stemmed
assai palm. Pathogenicity. Brazil nuts. Amazon.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a crescente exportacdo da cultura do acai vem ganhando espago na
agricultura, pela sua perceptivel expansdo no mercado, em nivel nacional e internacional,
e isso se deve ao fato do fruto possuir propriedades energéticas, nutricionais, alto teor de
fibras e antioxidantes (ROGEZ, 2000; SAMPAIO, 2006; YUYAMA et al., 2011). Isto
tem despertado o interesse e levado muitos produtores a estabelecer cultivos em escala
comercial, principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil (OLIVEIRA et al.,
2007). Consequentemente, para atender a demanda crescente do fruto é necesséaria a
implantacéo de campos tecnicamente instalados, disponibilidade de sementes e mudas de
qualidades e adocdo de tecnologias e praticas adequadas de manejo (MARTINOT et al.,
2017).

Segundo o IBGE, a producéo nacional de acai em 2017 atingiu cerca de 219.885
mil toneladas, distribuidas entre os estados do Para, responséavel por 64,53%, seguido do
Amazonas (22,96%), Maranhdo (8,33%), Acre (2,12%), Amapa (1,25%) e Ronddnia
(0,68%). Isto representou, somente para o estado do Para, uma economia de vendas de
aproximadamente de 462.348 milhdes de reais (IBGE, 2018).

Entre as inumeras frutiferas presentes na Amaz6nia, o agaizeiro tem duas espécies
de destaque, Euterpe oleracea Mart. e Euterpe precatoria Mart, principalmente pelo
potencial agronémico, tecnologico, nutricional e econémico (YUYAMA et al., 2011).
Euterpe oleracea é oriunda dos estados do Pard e do Amapa, responsaveis por grande
parte da producdo comercial do acai, e se encontra nas matas de igapd, principalmente,
nos campos de varzea (MARTINOT et al., 2017).

A espécie Euterpe precatoria ocorre em toda regido Amazonica, sendo encontrada
naturalmente nos estados do Amazonas, Acre, Rondonia e Roraima, sendo considerada
uma das mais importantes do género (KAHN; GRANVILLE, 1992; RIBEIRO, 2004;
TINOCO, 2005; LORENZI et al., 2006). Esta palmeira é conhecida popularmente como
acai solteiro, onde a principal diferenca é a auséncia de perfilhos, quando comparada a
Euterpe Oleracea (CALZAVARA, 1972), que cresce em sistema de touceira (ROGEZ,
2000).

O acaizeiro tem grande importancia econémica e ornamental e é bastante utilizado
em regides tropicais. Entretanto, o ndmero de individuos das espécies estd sendo

reduzido, devido ao intenso processo de extrativismo e a falta de estudos de estimativas
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dos possiveis impactos dessa exploracdo sobre a reducdo da diversidade genética nas
populagdes nativas de acaizeiros (RIBEIRO, 2010).

A domesticacdo da espécie de acaizeiro ainda se restringe a plantios tradicionais
que ocorrem em sitios ou pomares caseiros (CLEMENT et al., 2005). Portanto, a
producdo comercial, em relacédo a E. precatoria, poderia ser aperfeicoada pela adocao de
técnicas melhoradas de coleta e manejo, que potencializariam o enriquecimento da
espécie (MARTINOT et al., 2017). Além disso, a producdo agricola em &reas florestais
poderia também ser enriquecida por plantios provenientes de diversos manejos dos
agricultores, a partir de germoplasma de acai adquirido de plantas nativas selecionadas
(MARTINOT et al., 2017).

A antracnose do agaizeiro solteiro é causada pelo fungo Colletotrichum
gloeosporoides, responsavel por grandes perdas e considerada doenca de elevada
importancia econdmica. Os principais sintomas desta doenca sdo o desenvolvimento de
manchas escuras e irregulares, com centro marrom-claro e com bordos escuros, que
afetam as folhas mais jovens das plantas, causando queimadura e secamento em muda de
acaizeiro solteiro (NOGUEIRA et al., 2013; NOGUEIRA et al., 2017).

A producdo de mudas de E. precatoria é fator limitante para expansdo dos
cultivos. Pouco se conhece sobre sua exigéncia nutricional e ambiental, além da
ocorréncia de doencas e de outros problemas fitossanitarios. Nogueira et al., (2013) e
Nogueira et al., (2016) relataram a ocorréncia de antracnose em mudas de acaizeiro
solteiro, com evidéncia de alta incidéncia e severidade da doenca em condi¢es de viveiro
no estado do Acre, onde a doenca ocasionou a morte de grande quantidade de mudas,
demonstrando ser um problema para a expanséo da cultura no estado.

O controle deste patdgeno é, essencialmente, feito com a utilizacdo de fungicidas.
Entretanto, o uso intensivo destes produtos pode comprometer o desenvolvimento da
cultura, causando problemas ambientais significativos, como contaminacdo dos solos,
rios, alimentos, animais e, podendo ainda causar efeitos adversos a salde humana, além
de induzir a resisténcia de patdgenos (CHAGAS et al., 2013; BONETT et al., 2013;
FIPKE et al., 2015; FANTINEL et al., 2015; CHAGAS JUNIOR et al., 2016). O uso
inadequado dos fungicidas pode promover desequilibrio bioldgico através da alteragéo da
ciclagem de nutrientes e da matéria organica, pela eliminacdo de organismos benéficos
ao ambiente, reduzindo a biodiversidade e, consequentemente provocando desequilibrio
de todo ecossistema (BETTIOL; MORANDI, 2009). Nesse aspecto, tém-se estimulado o
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estudo de técnicas que usam métodos alternativos e produtos biolégicos para o controle
de doencas de plantas, pois, sdo considerados de baixo impacto ao ambiente (BROETTO
etal., 2014).

Dessa maneira, ha uma demanda por métodos alternativos, que possibilitem
opcdes eficientes de controle de fitopatdgenos, que sejam de baixo custo e que diminuam
0s riscos ao produtor, consumidores e ao ambiente (BONETT et al., 2013). Portanto, o
potencial de utilizacdo de microrganismos como agentes de biocontrole, que atuem
também na promocdo do crescimento vegetal, é apontado como agdo importante para
sistemas de producéo agricola de maneira mais econdmica e sustentavel (COMPANT et
al., 2005).

De acordo com Reis (2014), o controle bioldgico envolve a prética de fatores que
devem ser acompanhados por um conjunto de métodos culturais a fim de criar condicGes
adequadas para o estabelecimento dos antagonistas e consequentemente para 0 Sucesso
de sua utilizag&o.

Entre os principais agentes de estudos para biocontrole de doencas de plantas em
todo 0 mundo estdo os fungos do género Trichoderma (OLIVEIRA et al., 2016;
ARAUJO, 2018). Trata-se de um fungo filamentoso e de vida livre encontrado
principalmente em solos, raizes e parte aérea das plantas (RAJENDIRAN et al., 2010).

Sdo varios 0s mecanismos de atuacdo das espécies do Trichoderma, sendo
encontrados trabalhos relatando a ocorréncia de antibiose, parasitismo, competi¢do por
nutrientes e substrato, promocdo de crescimento e inducdo de resisténcia em plantas
cultivadas (BETTIOL, 1991; PEDRO et al., 2012; REIS, 2014). Consequentemente, as
espécies desse fungo tém grande atencdo em estudo por sua versatilidade de acdo, por
serem capazes de produzir substancias antifungicas, enzimas que degradam paredes
celulares de fungos patogénicos, além de oferecerem diversidade estratégica de
sobrevivéncia, tornando-as competitivas no ambiente, e garantindo ampla capacidade de
proliferacdo na regido da rizosfera das plantas (LOUZADA et al., 2009; SILVA et al.,
2014; ASAD et al., 2015).

Segundo Roméo (2010), Trichoderma spp. tem a capacidade de desenvolver
interacOes benéficas com as plantas, uma das taticas mais bem sucedidas para o sucesso
de cultivos em condi¢cbes adversas do ambiente. Assim, o biocontrole de doencas de
plantas é exercido como um somatério de mecanismos de acdo de um microrganismo

sobre outro e da sua influéncia no desenvolvimento das plantas (BETTIOL, 1991;
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RIBEIRO, 2010). Assim, a utilizagdo de biocontrole pode garantir o sucesso da
rentabilidade da atividade agricola, além de colaborar para diminuir o uso de fungicidas
e obter maior retorno econémico em produtividade e no controle de fitopatdgenos. Assim,
o0 presente trabalho teve o objetivo de avaliar isolados de Trichoderma spp. no controle

da antracnose em mudas de Euterpe precatoria Mart. in vitro e in vivo.

1. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O ACAIZEIRO E A ANTRACNOSE

O acaizeiro ¢ uma palmeira tropical, perene, nativa do Brasil, comum nas matas
da Amazonia Ocidental (HEWOOD, 1993), compondo o grupo de plantas de maior
importancia para as comunidades nos ambientes tropicamente (KAHN; GRANVILLE et
al., 1992; HENDERSON, 2000).

O termo acai ¢ de origem tupi “ya-¢ai” e significa “fruto que chora”,
possivelmente por estar associado ao fato de que durante o processo de extragao da polpa,
esta flui lentamente, em forma de grandes gotas quando extraida manualmente ou em
pequenas maquinas despolpadoras, de uso comum na Amazonia (BRAGA, 1976).

O género Euterpe corresponde a 28 espécies encontradas nas Américas Central e
do Sul (GALOTTA; BOAVENTURA, 2005). No Brasil, sdo encontradas cinco destas
espécies (Euterpe catinga Wallace, Euterpe edulis Mart., Euterpe longibracteata Barb.
Rodr., Euterpe oleracea Mart., Euterpe precatoria Mart.) e quatro variedades (Euterpe
catinga Wallace var. catinga, Euterpe catinga var. roraimae (Dammer) A. J. Hend. &
Galeano, Euterpe precatoria Mart. var. precatoria, Euterpe precatoria var.
longevaginata (Mart.) A. J. Hend) (LEITMAN et al., 2015). Entretanto, trés espécies
destacam-se das demais do ponto de vista agroindustrial, E. oleracea, E. edulis e o E.
precatoria, para o fornecimento de frutos e palmito (HENDERSON, 2000; OLIVEIRA
et al., 2009).

De acordo com Clement et al., (2005) e Martinot et al., (2017), a espécie E.
oleracea tem ocorréncia nos estados do Maranhdo, Amapa e Para, expandindo-se pelos
paises de Guianas, Venezuela e Trinidad, sendo responsavel pela maior parte da producao
comercial. E. precatoria, encontra-se nas porcoes central e ocidental da bacia amazonica
e em areas inundadas. E. edulis tem ocorréncia na Mata Atlantica e na parte centro-sul do
Brasil, sendo extraida de modo insustentivel para a extracdo do palmito, ainda em

exploracdo de baixa intensidade, principalmente devido a exaustdo das reservas naturais.
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A principal diferenca de E. oleracea para as espécies E. precatoria e E. edulis, refere-se
ao predominio de perfilho, presentes somente em E. oleracea.

Mais recentemente essas palmeiras passaram a despertar maior interesse de
produtores e consumidores nacionais e internacionais, tendo em vista o aproveitamento
total da planta. Desde o inicio da década de 1990, a busca por frutos de acai vem
crescendo cada vez mais e, com isso, houve a necessidade de se aumentar as areas de
cultivos comerciais no Estado do Parg, e em outros estados do Brasil (OLIVEIRA et al.,
2009; FARIAS NETO et al., 2012). Assim, a demanda pela producdo de frutos é
crescente, sendo em sua maioria atendida principalmente pelo extrativismo (ANDRADE,
2016).

Segundo Homma et al., (2014), o agaizeiro vem gradualmente ganhando espago
na agricultura, o que tem despertado o interesse pelo cultivo e também pelo manejo. Com
isso, é necessario a disponibilizacdo de estudos e resultados que viabilizem a selecéo de
plantas matrizes e o cultivo, com aumento do periodo de colheita e reducdo da
sazonalidade na producdo, melhoria da qualidade da polpa, de forma que atendam as
exigéncias de boas praticas na producdo, além de estudos para recomendacdo de
variedades produtivas e resistentes a pragas e doencas (CRUZ JUNIOR, 2016).

Para a implantagdo de plantios comerciais é necessario o fornecimento de mudas
sadias de qualidade genética e fitossanitaria. No entanto, para E. precatoria, pouco se
conhece sobre as exigéncias nutricionais e ambientais das plantas, e a susceptibilidade a
pragas e doencas. Muito pouco se conhece sobre aspectos de vigor e dorméncia de
sementes, necessidades de desenvolvimento do sistema radicular, tamanho adequado das
mudas e os problemas fitossanitarios (MESQUITA, 2011).

A crescente demanda pela producédo da polpa de acai tem gerado interesse e
incentivos de plantio sdo fomentados por instituicbes publicas e privadas. Para isto, 0s
viveiros tém produzido mudas. Entretanto, a eficiéncia neste processo € pequena,
principalmente pela ocorréncia da antracnose, que é fator limitante para a producdo de
mudas do acai nativo. Nogueira et al. (2013), relatam que apesar do incentivo a novos
plantios, a antracnose provoca alta taxa de mortalidade das plantas de E. precatoria no
viveiro e também no campo, nos primeiros anos de cultivo, dificultando a implantacéo

das novas areas.
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2.2 Euterpe precatoria MART.

O sistema de classificacdo botanica de Euterpe precatoria, segundo Souza et al
(1996), esta organizado na seguinte forma hierarquica: Reino: Plantae; Divisdo:
Magnoliophyta; Classe: Liliopsida; Ordem: Arecales; Familia: Arecaceae; Género:
Euterpe; Espécie: precatoria; Nome Cientifico: Euterpe precatoria Mart.; Nome comum:
Acai-do-amazonas, Acai-de-terra-firme, Acai-solteiro.

Euterpe precatoria Mart. € uma palmeira neotropical de sub-dossel, possui
ocorréncia natural por toda regido Amazénica. E uma planta monocaule, com estipe
alongado e sem espinho com média de 15 m, podendo chegar aos 35 m de altura e de 10
a 20 cm de didmetro, sendo sua principal caracteristica a auséncia de perfilhos em sua
base (SOUZA et al., 1996).

A inflorescéncia de E. precatoria é formada pelo raquis, sendo mais larga em sua
base, servindo de ponto de inserc¢do no estipe. O nimero de raquilas pode variar de 70 a
150, com 35 a 45 cm de comprimento, possuem flores femininas ladeadas por duas
masculinas e formam o cacho com peso entre 3 e 8 kg, a qual corresponde a 70% do peso
do fruto (SILVA et al., 2005). Os frutos da espécie sdo drupas, obliguamente globulosas,
didametro de 1,7 cm e peso de 2 a 3 g, correspondendo a cerca de 7 % da polpa.

A tonalidade do fruto maduro pode ser pUrpura, quase preta, apresentando suco
de coloracéo roxa, cor de vinho, com denominagdo popular de vinho de acai. O fruto da
planta é de coloracdo verde-escura, fornece um suco de cor creme-arroxeada (SOUZA et
al., 1996). Essa espécie possui cachos pesados, com alto rendimento de polpa e teor de
antocianina, o que favorece potencialmente o mercado local e regional desta espécie com
a extracéo de polpa (ALHO, 1999).

O sistema radicular do acaizeiro solteiro apresenta-se na forma fasciculada, com
raizes surgindo do estipe da planta adulta até 80 cm acima da superficie do solo e sua
forma de raizes adventicias continua na base do estipe, formando um anel espesso
(CASTRO; BOVI, 1993). A presenca de pneumatoforos no agaizeiro permite ajudar o
sistema radicular a respirar em solos inundados, a qual apresenta boa adaptacdo em
regides inundados (CASTRO; BOVI, 1993).

O cultivo desta espécie enfrenta limitacbes e entre estas, os problemas
fitossanitarios tém destaque, principalmente com a ocorréncia da antracnose na fase da
producdo de mudas (NOGUEIRA et al., 2017).
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2.3 ANTRACNOSE DO ACAIREIRO SOLTEIRO

O fungo Colletotrichum gloeosporioides, ¢ o agente causal da antracnose e
responsavel por infectar aproximadamente 1.000 espécies vegetais, causando entraves na
producdo de inimeras frutas e hortalicas nas regibes tropicais e subtropicais (RAMOS,
2014). Varias espécies vegetais sdo atingidas pelo patdgeno como a mangueira
(FISCHER et al., 2009), o0 mamoeiro, 0 abacateiro, a fruta-do-conde (BONETT et al.,
2011; BONETT et al., 2012), o maracuja-amarelo (MOURA et al., 2012; ARAUJO
NETO etal., 2014), a goiabeira (NOZAKI et al., 2013), o acaizeiro solteiro (NOGUEIRA
et al., 2017), dentre outras. O fungo também encontra-se amplamente distribuido em
diferentes regides geograficas (PEREIRA, 2009), principalmente em periodos mais
quentes e chuvosos (SILVA et al., 2009).

C. gloeosporiodes (Penz.) Penz & Sacc. € um fungo mitdsporico, imperfeito,
pertencente & ordem Melanconiades, familia Melanconiaceae e da classe Coelomycetes,
0S quais apresentam associacdo teleomorfica com ascomicetos do género Glomerella
(SUTTON, 1980, DUTRA, 2008). A fase teleomorfica pertence ao Reino Fungi, Divisao
Ascomycota, Classe Pyrenomycetes, Ordem Phyllachorales, Familia Phyllachoraceae
(SOUSA, 2011).

O fungo forma acérvulos subepidérmicos com aspecto de circulos, e com a
presenca de setas. O micélio é bem desenvolvido e as colbnias apresentam coloracao
branco acinzentado a cinza escuro (FERRAZ, 1977; KIMATI et al., 2005; FERRAZ,
2010). Os conidios de C. gloesosporiodes sdo hialinos, unicelulares, cilindricos, com
extremidades arredondadas, medindo em torno de 9-24 x 3-4,5 um e resguardados por
uma massa mucilaginosa com coloracdo salméo palido. De acordo com Almeida e Coelho
(2007), essa matriz abriga os conidios da dessecacéo e inibe a germina¢do dos mesmos,
além de terem importancia na infeccéo e adeséo do fungo no tecido vegetal. Esta espécie
é de grande importancia mundial, por provocar perdas em pré e pés-colheitas em diversas
plantas, em culturas anuais, como leguminosas e culturas perenes (FERRAZ, 2010),
causando les6es em folhas, caules e frutos (ADASKAVEG; HARTIN, 1997).

De forma geral, a sobrevivéncia do patdogeno ocorre em folhas contaminadas
caidas e também em plantas hospedeiras vizinhas aos pomares. Os conidios séo
disseminados através de respingos de agua, principalmente em épocas chuvosas,
acompanhadas de ventos que facilitam o transporte do fungo para outras plantas
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(DUTRA, 2008). A temperatura média ideal para sua manutencao € de 27 °C, sendo que
nos periodos de temperaturas mais baixas, a severidade da doenga diminui, mesmo que
ocorram chuvas (RUGGIERO et al., 1996). No entanto, C. gloeosporioides tem grande
capacidade de manutencdo e sobrevivéncia na fase saprofitica associado a na matéria
organica, (OLIVEIRA, 2010).

De acordo com Nogueira et al. (2017) em acaizeiro solteiro, o desenvolvimento
da antracnose € favorecida por fatores abidticos como insolacdo, temperatura e umidade
relativa elevada, substrato inadequado e fertilizacdo incorreta, principalmente em
condicdes de viveiro. Nestas condi¢des, a doenca pode ocasionar perda de até 70% de
mudas de Euterpe sp. (OLIVEIRA et al., 2002). Por esse motivo, se faz necessario a
recomendacdo de estratégias e medidas eficientes na reducdo da incidéncia e severidade
da doenca (NOGUEIRA et al., 2017).

A sintomatologia da doenca caracteriza por manchas foliares de formas
irregulares, com centro marrom claro e bordos escuros, além de apresentar coalescimento
das lesdes com seca das margens e ponta dos foliolos, 0 que pode levar a seca total e
morte das plantas (NOGUEIRA et al., 2013; NOGUEIRA et al., 2017).

Nas espécies vegetais suscetiveis a C. gloesporioides varias sdo as estratégias de
controle adotadas. Para E. precatoria os estudos ainda sdo iniciais, mas o controle

bioldgico apresenta-se como uma alternativa com grande potencial.

2.4 CONTROLE BIOLOGICO COM USO DE Trichoderma SPP.

O género Trichoderma spp. foi proposto por Persoon (1794), pertence a ordem
Hypocreales e classe dos Hifomicetos. As espécies deste fungo de vida livre,
normalmente sdo encontradas em quase todos os tipos de solos, nas superficies
radiculares e no interior dos tecidos vegetais (RAJENDIRAN et al., 2010; CARRERAS-
VILLASENOR et al., 2012), principalmente na matéria organica.

Também podem viver saprofiticamente e/ou parasitando outros fungos, além de
apresentar uma capacidade adaptativa elevada e um potencial de dispersdo geogréafica
grande (MELO, 1991; KUBICEK et al., 2001). Assim, algumas espécies de Trichoderma
sdo amplamente estudadas no controle de doencas e também tém alta capacidade de
promover crescimento e desenvolvimento das plantas (HARMAN, 2004; SABA et al.,
2012).

Espécies do género Trichoderma apresentam grande importancia como agentes de

controle bioldgico (OLIVEIRA et al., 2016), para uma vasta gama de fitopatdgenos no
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Brasil (MACHADO; SILVA, 2013) e em outros paises da América Latina (WHIPPS et
al., 2001; BETTIOL et al., 2008).

Entre as principais caracteristicas que se destacam nesse género, esta a sua
capacidade de producdo de conidios em abundancia a partir de conidiéforos que resultam
diretamente das hifas, conferindo as col6nias coloracBes em tons esverdeadas, com
variagcOes escuras, claras e até cremes, podendo serem influenciadas pela pigmentacao
dos conidios, e pH do meio de cultivo (LOPES, 2012; SOUZA, 2014; MOREIRA, 2014).
Sdo mesofilos e sensiveis a temperatura e pH extremos, apresentando melhor
desenvolvimento em condicdes acidas (MELO, 1996). A obtencdo de culturas de
Trichoderma spp. normalmente ocorre de maneira simplificada sendo que isolamentos,
cultivos e multiplicac@es, sdo obtidos com facilidade e rapido crescimento (MOREIRA,
2014).

Espécies de Trichoderma sao habeis em colonizar o sistema radicular. O sucesso
deste fungo na rizosfera deve-se a sua boa capacidade reprodutiva e alta produgéo e
dispersdo dos conidios, além de grande habilidade em desenvolver-se em condicfes
ambientais adversas e apresentarem eficiéncia na utilizacdo de nutrientes e capacidade de
modificar a rizosfera, além de serem agressivos contra fungos fitopatogénicos
(BENITEZ et al., 2004; CARRERAS-VILLASENOR et al., 2012; HERMOSA et al.,
2012).

O biocontrole, para que se tenha uma maior eficiéncia, deve ser acompanhado por
uma serie de praticas culturais para criar um ambiente benéfico entre antagonistas e a
planta hospedeira. O primeiro estudo com Trichoderma foi feito por Weindling (1934),
no controle de doencas do citros causadas por Rhizoctonia solani. Desde entdo, varios
estudos tém demonstrado a utilizacdo benéfica de espécies de Trichoderma no controle
de patégenos como Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii (MELO, 1998),
Crinipellis perniciosa (De MARCO et al., 2000), Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli
(CARVALHO et al., 2011), Verticillium dahliae (ISAIAS et al., 2014), Colletotrichum
musae (OLIVEIRA et al., 2016), Ceratocystis cacaofunesta (RODRIGUES et al., 2018),
dentre outros.

As linhagens de Trichoderma s@o capazes de proteger as plantas contra
fitopatogenos, por meio dos mecanismos de competi¢do, antibiose, micoparasitismo
(MACHADO et al., 2012), promogéo de crescimento das plantas (MOREIRA, 2014),

além da indugdo da resisténcia as doencas e a tolerancia a estresses bidticos e abidticos
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(BROTMAN et al., 2013; HERMOSA et al., 2012; SRIVASTAVA et al., 2014). Além
disso, pesquisas tém revelado que as espécies de Trichoderma podem interagir
diretamente com as raizes e/ou outras partes das plantas (colonizacdo endofitica),
aumentando o potencial de crescimento (HERMOSA et al., 2012). Esses mecanismos
estdo interligados ou agem separadamente, isto depende das linhagens de Trichoderma,
e de fatores como tipo de cultivo, fungo a ser antagonizado, pH, temperatura, umidade e
disponibilidade de nutrientes (BENITEZ et al., 2004).

O termo competicdo define a interacdo entre dois ou mais organismos, executando
a mesma acdo, tais como demanda por nutrientes, espaco e oxigénio (BHARDWA et al.
2014; ZEILINGER et al., 2016). No entanto, é bastante dificil de se comprovar este
mecanismo de agdo em um experimento. Segundo Moreira (2014), a principal
comprovacao da atuacao deste mecanismo nas interacdes é o fato de se constatar seu bom
desenvolvimento na rizosfera.

Outra vantagem da utilizacdo de Trichoderma no controle biolégico é o fato de
que algumas linhagens deste fungo se destacam por apresentarem resisténcia a variados
compostos tdxicos, similar ao mecanismo exercido pelos vegetais em resposta de ataque
por patdgenos, quando agroquimicos sdo comumente utilizados na agricultura, de
maneira que podem ser utilizados concomitantemente com estes produtos (BENITEZ et
al., 2004; HARMAN, 2006).

Espécies de Trichoderma também sdo capazes de exercer o0 mecanismo de acdo
de antibiose, definida pela liberagdo de um ou mais metabolitos secundarios produzidos
por um organismo, capazes de inibir ou impedir o desenvolvimento de muitos fungos
fitopatogénicos (GUIMARAES et al., 2016; MARQUES et al., 2018). Este fungo produz
inimeros antibioticos e enzimas degradadoras de parede celular de fitopatogenos
(MACHADO et al., 2012).

Trichoderma pode produzir metabolitos tdxicos volateis e ndo-volateis que
dificultam a colonizagdo de microrganismos antagonizados, tais como os acidos
harzianico, heptelidico, alameticina, tricholina, 6-pentil-pirano, massoilactona, viridina,
gliovirina, glisoprenina, entre outros. Esses metabdlitos, normalmente, atuam em
sinergismo com 0s outros mecanismos de acdo, para desempenhar as formas de controle
exercidas pelas espécies de Trichoderma (SOUZA, 2014).

Outro mecanismo de controle biologico conhecido € o de micoparasitismo.

Trichoderma spp. pode atacar as hifas do patdgeno, com enrolamento e penetracdo, além
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das estruturas reprodutivas e de sobrevivéncia dos fitopatdgenos, diminuindo sua
capacidade infectiva e também a quantidade de in6culo (CHENG et al., 2012; SOUZA,
2014 AZEVEDO, 2017), sendo que normalmente nestes processos ocorrem a producao e
liberacdo de enzimas como quitinase, glucanase e protease, que podem fragmentar a
parede celular do patdgeno, causando sua morte (TROIAN et al., 2014).

Na maioria das vezes as pesquisas utilizando Trichoderma spp. como agente de
biocontrole, normalmente estdo voltadas para o efeito direto que o antagonista tem sobre
0 microrganismo alvo (SILVA et al., 2011). A acdo direta exercida sobre estes fungos €
evidenciada em estudos que mostram o seu potencial no crescimento e desenvolvimento
das plantas, e na indugdo da resisténcia sistémica a diferentes fitopatégenos (YEDIDIA
et al.,, 2000). Normalmente, as plantas sinalizam imediatamente a chegada do
Trichoderma spp. através da ativacdo de mecanismos de defesa complementares, como
deposicdo de calose e sintese de polifénois (SHORESH et al., 2010).

Espécies de Trichoderma spp. atuam no crescimento dos vegetais aumentando a
taxa de germinagdo das sementes, emergéncia das plantulas, até no aumento da sua
produtividade (MASTOURI et al., 2010). Isto se d& numa relacdo simbidtica onde o
fungo ocupa o nicho nutritivo e a planta é protegida de doencas (BRITO, 2009). Portanto,
a capacidade do fungo colonizar as raizes é fator essencial para sua interferéncia no
crescimento e na produtividade da planta (MASTOURI et al., 2010). Além disso, isolados
de Trichoderma spp. tem alta capacidade de colonizar epiderme, células do cortex das
raizes, e assim ativam vias de sinalizacdo, desencadeando respostas de defesa em plantas
(BROTMAN et al., 2010)

A inducdo de resisténcia € um mecanismo de biocontrole indireto, em que a planta
responde a agressdo dos patdgenos por meio da ativacdo dos mecanismos latentes de
resisténcia, como a producdo de fitoalexinas, lignina adicional & parede celular e
compostos fendlicos (MONTALVAO, 2012; AMORIN et al., 2011). E possivel também
proporcionar o aumento da resisténcia a estresses bioticos e abioticos pela facilitacdo da
absorcéo de agua e nutrientes (WOHLENBERG, 2018; HADDAD, 2014).

Os trabalhos demonstram que o uso de Trichoderma tem ganho espago nas
pesquisas por sua multifuncionalidade de acdo, por serem aptos em produzirem
substancias antiflngicas, enzimas que degradam paredes celulares de fungos patogénicos

e também por apresentam diferentes estratégias de sobrevivéncia, tornando-o altamente
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competitivo no ambiente e assegurando grande capacidade de proliferacdo nas raizes
(LOUZADA et al., 2009; ASAD et al., 2015).

A utilizacéo de Trichoderma deve estar associada a sua identificagdo, inclusive a
nivel de espécie. A caracterizacdo geralmente é feita baseada em caracteristicas
morfologicas descritas em chaves de identificacdo publicadas na literatura. Muitas vezes
os descritores das espécies de fungos sdo baseados em métodos de classificagdo
taxondmica classica que por sua vez podem ser ineficientes para uma caracterizagao
especifica segura, sendo que isto é particularmente dificultado no género Trichoderma
(NOVAIS et al., 2010).

A utilizacdo de marcadores moleculares, especialmente nas regides
correspondentes aos espagos transcritos internos ITS1 e ITS2 sdo muito utilizados para a
determinacéo das espécies fungicas, apoiando os trabalhos de caracterizacdo morfologica
(BRAUNA, 2011). O uso destes marcadores permite analisar as regides de 78 espécies
de Trichoderma, possibilitando a separacdo das espécies, com seguranca, dentro das
secdes correspondentes (DRUZHININA; KUBICEK, 2005).

Segundo Brauna (2011), mesmo com os estudos moleculares, grande parte das
pesquisas com género de Trichoderma continuam utilizando o método de caracterizagdes
macroscépicas e microscépicas, enquanto as analises do sequenciamento do rDNA (DNA
ribossomal) tém sido usados apenas para complementar e confirmar os diferentes isolados
de uma mesma espécie. Deste modo, a utilizacdo das técnicas moleculares pode ser Util
para esclarecer a identidade e variabilidade de determinado isolado e permite expandir o
conhecimento sobre a diversidade do ambiente.

2. OBJETIVOS

3.1 Geral:
Avaliar isolados de Trichoderma spp. no controle da antracnose em mudas de
Euterpe precatoria Mart. in vitro e in vivo.

3.2 Especificos:

1. Obter isolados do fungo Trichoderma spp. para avaliagdo do seu potencial
como agente de controle bioldgico a Colletrotrichum gloesporioides;

2. Realizar a caracterizacdo molecular dos isolados de Trichoderma spp. e C.
gloesporioides;

3. Awvaliar in vitro o efeito de Trichoderma spp. sobre C. gloesporioides;

4. Avaliar os mecanismos de acao de Trichoderma spp. sobre C. gloesporioides;

5. Avaliar in vivo o efeito de Trichoderma spp. no controle do C. gloesporioides
em mudas de E. precatoria;
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6. Awvaliar o crescimento das plantas de acai solteiro tratadas com Trichoderma
spp.
3. MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzindo no Laboratorio de Fitopatologia, na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), situada a Rodovia BR-364, Km 14,
sentido (Rio Branco/Porto Velho), Rio Branco, AC. (9° 58°29* S ¢ 67° 48’ 36> W.Gr).
Os ensaios dos experimentos de pareamento de cultura in vitro e dos mecanismos de agéo
permaneceram no Laboratorio de Fitopatologia no periodo entre agosto de 2017 a

novembro de 2018.

4.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS

Foram utilizados 43 isolados de Trichoderma spp. e 3 isolados de C.
gloeosporioides, para o pareamento de cultura in vitro, isolados provenientes da Cole¢édo
de Microrganismo da Embrapa Acre - CMEA (Tabela 1). Entretanto, foram realizadas

caracterizagdo morfologia e teste de patogenicidade.

Tabela 1. Identificagdo e origem dos isolados utilizados nesse estudo. Rio Branco — AC, 2019.

CcODIGO ESPECIES ORIGEM COLETA LOCAL
CMEA182 Trichoderma spp. Solo Abacaxi Solo Terra indigena
CMEA183 Trichoderma spp. Solo Banana Solo Terra indigena
CMEA184 Trichoderma spp. Euterpe olerecea Plantula Viveiro da Floresta
CMEA186 Trichoderma spp. Euterpe olerecea Plantula Viveiro da Floresta
CMEA187 Trichoderma spp. Solo Abacaxi Solo Terra indigena
CMEA188 Trichoderma spp. Solo Banana Solo Terra indigena
CMEA189 Trichoderma spp. Euterpe olerecea Plantula Viveiro da Floresta
CMEA190 Trichoderma spp. Solo Banana Solo Propriedade Raul
CMEA191 Trichoderma spp. Material S6nia Tocantins faleid Tocantins
CMEA195 Trichoderma spp. Seringueira Folha Bujari
CMEA196 Trichoderma spp. Eucalipto Caule Embrapa Acre
CMEA198 Trichoderma spp. Seringueira Folha Embrapa Acre
CMEA199 Trichoderma spp. Seringueira Folha Embrapa Acre
CMEA200 Trichoderma spp. Seringueira Folha Bonal
CMEA201 Trichoderma spp. Solo seringueira Solo Bonal
CMEA202 Trichoderma spp. Seringueira Ramo Embrapa Acre
CMEA203 Trichoderma spp. Amendoim forrageiro Folha Embrapa Acre
CMEA204 Trichoderma spp. Amendoim forrageiro Folha Embrapa Acre
CMEA205 Trichoderma spp. Amendoim forrageiro Raiz Embrapa Acre
CMEA206 Trichoderma spp. Amendoim forrageiro Estoléo Embrapa Acre
CMEA207 Trichoderma spp. Brachiaria Caule Embrapa Acre
CMEA208 Trichoderma spp. Brachiaria Folha Embrapa Acre
CMEA209 Trichoderma spp. Brachiaria Folha Embrapa Acre
CMEAZ210 Trichoderma spp. Brachiaria Folha Embrapa Acre
CMEA211 Trichoderma spp. Brachiaria Folha Embrapa Acre
CMEA212 Trichoderma spp. Brachiaria Folha Embrapa Acre
CMEA213 Trichoderma spp. Brachiaria Folha Embrapa Acre
CMEA214 Trichoderma spp. Brachiaria Folha Embrapa Acre
CMEA215 Trichoderma spp. Brachiaria Folha Embrapa Acre
CMEAZ216 Trichoderma spp. Brachiaria Folha Embrapa Acre
CMEA217 Trichoderma spp. Brachiaria Raiz Embrapa Acre
CMEA218 Trichoderma spp. Brachiaria Raiz Embrapa Acre
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CMEA222 Trichoderma spp. Brachiaria Raiz Embrapa Acre
CMEA223 Trichoderma spp. Mulateiro Raiz Embrapa Acre
CMEA224 Trichoderma spp. Mulateiro Raiz Embrapa Acre
CMEA225 Trichoderma spp. Mulateiro Raiz Embrapa Acre
CMEA226 Trichoderma spp. Mulateiro Raiz Embrapa Acre
CMEA228 Trichoderma spp. Floresta Primaria Solo Embrapa Acre
CMEA229 Trichoderma spp. Brachiaria Raiz Embrapa Acre
CMEA235 Trichoderma spp. Eucalipto Matéria organica Embrapa Acre
CMEA246 Trichoderma spp. Floresta Primaria Matéria organica Embrapa Acre
CMEA249 Trichoderma spp. Cupuagu Folha Embrapa Acre
CMEA250 Trichoderma spp. Solo Floresta Primaria Embrapa Acre
CMEA192  Colletotrichum spp. Euterpe precatoria Folha /muda Embrapa Acre
CMEA193  Colletotrichum spp. Euterpe precatoria Folha /muda Embrapa Acre
CMEA194  Colletotrichum spp. Euterpe precatoria Folha /muda Embrapa Acre

4.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Trichoderma SPP. E Colletotrichum
SPP.

Os 18 isolados de Trichoderma spp. mais eficientes na reducdo de C.
gloeosporioides foram identificados por meio de comparacdo da regido rDNA nuclear,
gue contém os genes ITS1 e ITS2, com sequéncias da regido espacadora ITS do rDNA.
Também foram caracterizados trés isolados de Colletotrichum spp, utilizados
rotineiramente nos trabalhos da equipe.

Para a extracdo do DNA genoémico, isolados monosporicos de Trichoderma spp.
e Colletotrichum spp. foram cultivados por cinco dias em meio liquido de batata-dextrose
(Figura 1A), em incubadora tipo B.O.D, a 25°C e fotoperiodo 12 horas. Posteriormente,
os isolados foram lavados com agua destilada e esterilizada (ADE) (Figura 1B) e em
seguida todos os isolados foram preservados em frascos de vidro estéreis de 10 mL
contendo ADE, segundo o método de Castellani (Figura 1C) (CASTELLANI, 1939).
Posteriormente foram encaminhados para o Laboratério Nacional Agropecuario em
Goias (LANAGRO/MAPA), para a caracterizagdo molecular e identificagdo dos isolados

a nivel de espécie.
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Figura 1. Cultivo dos isolados (fungos) em Erlenmeyer, contendo o meio liquido de batata-dextrose. (A) -
Cultivo dos fungos. (B) — Lavagem dos fungos em ADE. (C) — Preservagéo método Castellani. Foto: Paula
Rufino. Rio Branco — AC, 2019.

43 TESTE DO ANTAGONISMO In Vitro DE ISOLADOS DE Trichoderma spp.
CONTRA C. gloeosporioides

O antagonismo in vitro foi avaliado pelo método do pareamento de colénias em
meio de cultura. Discos de micélio de 9 mm de didmetro do antagonista e do fitopatdgeno
foram depositados simultaneamente, em lados opostos de placas de Petri de 9 cm (Figura
2 A), contendo o meio BDA, adicionado de 100 ppm de cloranfenicol. As placas
testemunhas continham somente um disco do antagonista ou do patdgeno, conforme as
Figuras2Be C.

Figura 2. Pareamento de cultura Trichoderma spp. versus C gloeosporioides em placas de Petri, contendo
0 meio BDA + cloranfenicol. (A) - antagonista e patdgeno em lados opostos. (B) - Testemunha do
antagonista. (C) - Testemunha do patégeno. Foto: Paula Rufino. Rio Branco - AC, 2019.

As placas foram mantidas em camara de crescimento a 25°C com fotoperiodo de
12 horas. Aos 6 e 10 dias de incubagdo foram realizadas as avalia¢cBes do antagonismo,
utilizando-se a escala de notas baseada no critério de Bell et al., (1982) adaptado, onde:
(1) —Trichoderma cresce sobre o patégeno e ocupa toda superficie da placa (Figura 3 A);
(2) — Trichoderma cresce sobre pelo menos 2/3 da superficie da placa (Figura 3 B); (3) —

Trichoderma e o patdgeno ocupam aproximadamente metade da superficie da placa
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(Figura 3 C); (4) — Patdgeno cresce sobrepondo a colbnia do antagonista (2/3 da placa)
(Figura 3 D); (5) — Patdgeno cresce sobre Trichoderma e ocupa toda a superficie da placa
(Figura 3 E).

A

D E

Figura 3. Desenho esquematico da realizagdo do teste de confronto direto de isolados de (T) Trichoderma
spp. sobre (C) C. gloeosporiodes. (A) — Nota 1: Trichoderma cresce sobre o patégeno e ocupa toda
superficie da placa; (B) — Nota 2: Trichoderma cresce sobre pelo menos 2/3 da superficie da placa; (C) —
Nota 3: Trichoderma e o patdgeno ocupam aproximadamente metade da superficie da placa; (D) — Nota
4: Patdgeno cresce sobrepondo-se sobre a col6nia do antagonista (2/3 da placa); (E) — Nota 5: Patégeno
cresce sobre Trichoderma e ocupa toda a superficie da placa.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 43x3 (43 isolados de Trichoderma spp. versus 3 isolados de C. gloeosporiodes),
com 3 repeticOes, sendo 01 placa de Petri considerada uma repeticdo. O experimento foi

repetido por 2 vezes para confirmagédo dos resultados.

4.4 TESTE DE MECANISMO DE ACAO DO MICOPARASITISMO ENTRE
ISOLADOS DE Trichoderma SPP. VERSUS C. gloeosporioides

Para avaliacdo do mecanismo de acdo de micoparasitismo foram selecionados 0s
melhores isolados de Trichoderma spp. sobre o C. gloeosporioides, utilizando-se a
técnica de pareamento de cultura, adaptada. Laminas de microscopia foram colocadas
dentro de placas de Petri, contendo papel de filtro umedecido. Em seguida adicionou-se
sobre a lamina 30 pL de meio BDA. Ap0s, transferiu-se um microdisco de micélio do

patdgeno e outro do antagonista, simultaneamente, em lados opostos das laminas (Figura
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4 e 5 A). As laminas testemunhas continham apenas o antagonista ou o fitopatdgeno
(Figurade5BeC).

- 7
Figura 4. Teste de micoparasitismo no método de pareamento de cultura Trichoderma spp. versus C.
gloeosporioides em Iamina sobre placas de Petri, contendo o meio BDA. (A) —“A” antagonista ¢ “P”
patdgeno em lados opostos. (B) - Testemunha antag6nico. (C) - Testemunha patégeno. Foto: Paula Rufino.

Rio Branco — AC, 2019.

Ae op A e P s t—A—> e4—P—> o

A B Cc

Figura 5. Representacdo esquematica do teste de micoparasitismo no método de pareamento de cultura
Trichoderma spp. versus C. gloeosporioides em lamina sobre placas de Petri, contendo o meio BDA. (A)
—“A” antagonista e “P” patdgeno em lados opostos. (B) - Testemunha antagbnico. (C) - Testemunha
patdgeno. Foto: Paula Rufino. Rio Branco — AC, 2019.

As placas contendo as ldminas foram incubadas em cdmera do tipo B.O.D. & 25°C
com fotoperiodo de 12 horas. Ap6s 3 dias de incubacéo, sobre as col6nias foi depositado
uma gota de lactofenol e em seguida estas foram cobertas com uma laminula. Sob
microscopio Optico, com aumento de 40X, foram realizadas as avaliagfes para
constatacdo do micoparasitismo. O delineamento foi inteiramente casualizado, com 18
isolados de Trichoderma spp. versus 3 isolados de C. gloeosporiodes, contendo 2
repeticBes por placa. O experimento foi repetido por 2 vezes para a confirmacdo dos
resultados.
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45 EFEITO DE SUBSTRATO COLONIZADO COM Trichoderma spp. NA
PRODUCAO DE MUDAS DE ACAIZEIRO SOLTEIRO

O experimento foi instalado e conduzido no Viveiro da Floresta (Latitude -
10.0229967478663 e Longitude - 67.7969670575113), as margens da rodovia AC-40,
Bairro Vila Acre, loteamento Santa Helena, Rio Branco, AC. Durante a conducao do
experimento foram coletados dados climéaticos com auxilio de um Termohigrometro MT-
241, a qual obteve-se a temperatura maxima foi de 35,5°C, e a minima de 28,7°C, com
média de 30,6°C e umidade relativa de 70,5%. O viveiro é coberto com sombrite de 50%
de sombreamento. Os tubetes contendo as mudas ficaram dispostos em bancadas de
aluminio suspensas do solo a 80 cm de altura. A irrigacdo do viveiro é feita
automaticamente com o uso de aspersores instalados a 55 cm acima das bandejas, num
turno de rega de 5 a 8 minutos, repetindo-se a cada quatro horas.

Neste experimento foram utilizados os 43 isolados de Trichoderma spp., usados
previamente no ensaio in vitro. Os isolados foram colocados para crescer separadamente
em placas de Petri contendo meio BDA e incubados a temperatura de 25 °C, com
fotoperiodo de 12 horas, por sete dias, periodo determinado para o crescimento das
col6nias de Trichoderma spp.

Para avaliacdo do efeito do Trichoderma spp. sobre a severidade da antrachose e
do seu efeito no crescimento das mudas de E. precatoria, o substrato de casca da améndoa
de castanha-do-brasil foi colonizado com os isolados do antagonista. O resultado da

analise fisico-quimica do substrato é apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Analise fisico-quimica do substrato de casca de améndoa da castanha-do-Brasil, realizada pelo
laboratorio do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), Campinas-SP. Rio Branco — AC, 2019.

DETERMINACAO UNIDADE TEOR
Ph - 4,6
Nitrogénio a/kg 10,6
Fdsforo a/kg 0,9
Potéssio a/kg 1,8
Célcio a/kg 15,9
Magnésio a/kg 2,3
Enxofre a/kg 0,8
Ferro a/kg 11,4
Boro mg/kg 27,6
Cobre mg/kg 23,3

Manganés mg/kg 267,0
Zinco mg/kg 38,6

C. Organico a/kg 300,2
Umidade % 52,0
Relacdo C/N % 28,4
EC dS m 0,1

CTC mmolc.dm3 382,1

CRA %m/m 274,6
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Densidade Umida kg/m3 573,1
Densidade Seca kg/m3 275,0

O substrato foi acondicionado em sacos de polipropileno e umedecidos com agua

destilada 30% (v:v) e depois autoclavados a 120°C, por 20min. Apds o resfriamento,
foram adicionados cinco discos de micélio de Trichoderma para cada 100g do substrato.
O substrato, devidamente acondicionados nos sacos, foram incubados em temperatura
ambiente por 22 dias, sendo revolvidos diariamente, para facilitar a trocas gasosas, quebra
dos agregados miceliais e aumento da colonizagdo. Apds este periodo, ja no viveiro o
substrato colonizado com os diferentes isolados do fungo foi colocado em tubetes de 280
cm?®. Para estes tubetes foram transplantadas plantulas de acaizeiro solteiro, obtidas a
partir da germinacdo de sementes coletadas anteriormente num periodo de 30 a 45 dias.
Antes do transplantio foi feito toalete de raizes laterais, sendo escolhidas aquelas que
apresentavam cerca de 3,5 a 4,0 cm de altura e eram do tipo palito.

Durante a condugdo do experimento ndo foi feita a inoculagcdo do fungo C.
gloeosporioides nas mudas de acaizeiro, uma vez que a doenca é de ocorréncia natural
em viveiro. Foram realizadas aplicacdes de fertilizante via foliar (férmula: 11% (N); 11%
(P205); 11% (K20); 2% (Mg); 10% (S); 0,15% (B); 0,3% (Cu); 0,11% (Fe); 0,26% (Mn);
0,04% (Mo); 0,5% (Zn), apos 3 meses de plantio e depois repetidas quinzenalmente, até
o final do experimento, na dosagem 4g/L. As mudas permaneceram no viveiro no periodo
de setembro de 2017 a julho de 2018, totalizando um periodo de10 meses.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental com blocos
casualizados, contendo 43 tratamentos, mais a testemunha, em quatro repeti¢cdes. A

parcela experimental foi composta de cinco plantas, totalizando 880 plantas.

4.6 TESTE DE A APLICACAO FOLIAR DE Trichoderma SPP. EM DE MUDAS
DE ACAIZEIRO SOLTEIRO

Para a conducéo do experimento, utilizaram-se mudas de agaizeiro com quatro
meses de idade apOs a repicagem, mantidas em tubetes contendo substrato agricola
comercial (Mecplant®). As mudas possuiram trés folhas totalmente expandidas. No
momento da instalacdo do experimento procedeu-se a avaliacdo da severidade da
antracnose, sendo utilizadas plantas com nivel de severidade padronizado para 0,48%.

As aplicacOes via foliar foram iniciadas utilizando-se oito isolados de Trichoderma
spp. (CMEA182, CMEA188, CMEA191, CMEA199, CMEA201, CMEAZ206,

CMEA212 e CMEA246) que apresentaram melhores desempenhos in vitro e in vivo, nos
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ensaios anteriormente conduzidos. Estes isolados foram repicados em placas de Petri
contendo meio BDA e mantidos em camera do tipo B.O.D, sob temperatura de 25°C e
fotoperiodo de 12 horas, por 15 dias. Apds este periodo, uma suspensdo de conidios foi
obtida por uma raspagem das col6nias. As suspensdes foram ajustadas para 2,5 X 10°
conidios/mL"* em camara de Neubauer.

As suspensdes de Trichoderma spp. foram aplicados nas plantas, via pulverizacéo
foliar com auxilio de borrifadores manuais, de forma isolada. As plantas testemunhas
foram pulverizadas com agua destilada. Posteriormente, as aplicacGes foram realizadas
mensalmente, por um periodo de cinco meses. Ao final do experimento, realizou-se o
isolamento indireto das plantas (folhas e raizes), com a finalidade de se confirmar se o
fungo Trichoderma spp. estava presente nos tecidos das mudas de agaizeiro (ALFENAS
etal., 2007).

O ensaio foi montado em delineamento experimental com blocos casualizados,
contendo oito tratamentos, mais a testemunha, em quatro repeticdes. A parcela
experimental foi composta de cinco plantas, totalizando 180 plantas.

4.7 AVALIACAO DA SEVERIDADE DA ANTRACNOSE EM MUDAS DE
ACAIZEIRO

A avaliacdo da severidade da doenca foi realizada quando as plantulas exibiram a
primeira folha totalmente aberta, e as demais foram feitas mensalmente, até a finalizacéo
do experimento. Para avaliar o nivel de severidade da antracnose utilizou-se uma escala
visual, com notas variando de 1 a 9 (Figura 6). As folhas de acaizeiro apresentando
sintomas da doenca tiveram suas imagens digitalizadas e a porcentagem da area foliar
sintomatica foi calculada no programa QUANT 1.0, para definicdo real do nivel de
severidade (escala em vias de publicacao), e padronizacdo das avaliacOes.
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Nota 2 (0,78 a 4%) Nota 3 (5 a 11%) Nota 4 (12 a 2\;%) Nota 5 (22 a 33%)

Nota 6 (34 ﬁ%) Nota 7 (48 3 84%) Nota 8 (85 aj99%) Nota 9 (100%0)
Figura 6. A escala de severidade possui notas que variam de 1 a 9. Onde: (1) - 0% de area foliar com lesdes;
(2) — 0,78 a 4% da area foliar com les6es; (3) — 5 a 11% da area foliar com lesdes; (4) — 12 a 21% da area
foliar com lesdes; (5) — 22 a 33% da area foliar com lesGes; (6) — 34 a 47% da area foliar com lesoes; (7) —
48 & 84% da &rea foliar com lesdes; (8) — 85 & 99% da &rea foliar com lesdes; (9) — 100% da folha morta
pela acdo da doenca. Foto: S6nia Nogueira. Rio Branco — AC, 2019.

Os dados obtidos nas avaliagdes feitas com 0 uso desta escala ao longo dos
periodos de conducdo dos experimentos, foram utilizados para o calculado da area abaixo
da curva de progresso da doenca (AACPD) (CAMPBELL; MADDEN 1990), calculados

pela formula:
AACPD =Y [(Xi + X i+ )/2](ti+1 - ti), em que:

X: severidade da doencga;
t: tempo;

n: nimero de avaliagdes no tempo.

4.8 AVALIACOES DE CRESCIMENTO DAS MUDAS DE ACAIZEIRO
SOLTEIRO

Foram mensuradas as variaveis de crescimento: altura, niumero de folhas e
didmetro do coleto, sendo medidas mensalmente. Ao final dos experimentos foram
obtidos dados de massa verde e massa seca de parte aérea e das raizes de todas as plantas,

a fim de se avaliar o efeito do uso de Trichoderma spp. no crescimento das plantas.
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Para obtencdo da massa seca, 0 material coletado foi lavado em &gua corrente e
acondicionado em sacos de papel, sendo posteriormente levados para estufa e mantidos a
temperatura de 65 °C por 48 horas, até atingir massa constante. Ao final deste periodo
foram obtidas as variaveis de massa seca parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR)
e massa seca total (MST). Para estes dados foi calculado o 1QD - indice de qualidade de
Dickson et al., (1960), sendo verificado o efeito do Trichoderma sobre o crescimento de
mudas de agaizeiro solteiro em funcéo da altura da planta (AP), didmetro do coleto (DC),
matéria seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR), bem como massa seca total (MST),
determinado pela formula:

MST (9)
AP(cm)/DC(mm)+MSPA(g)/MSR(g)

IQD =

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados in vitro e in vivo foram submetidos a analise de variancia (ANOVA,
Teste F a 5% de probabilidade) utilizando-se o programa SAS 9.3 e as médias agrupadas
pelo teste de Scott-Knott (1974) ao nivel de 5 % de probabilidade, utilizando-se o
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2008).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Trichoderma SPP. E Colletotrichum
SPP.

Foram identificados 18 isolados do antagonista, utilizando-se as ferramentas
moleculares baseadas nas sequéncias de ITS1 — 5.8S e ITS2. Dentro deste grupo seis
isolados foram identificados como de T. asperellum. Oito isolados de apresentaram 100%
de similaridade e Score de 498 de Trichoderma sp. Para os outros quatro isolados de
Trichoderma a analise foi inconclusiva, ndo apresentando similaridade com as espécies
depositadas nos bancos de dados Bold System, NCBI e Q-bank (Tabela 3). Estes isolados
podem constituir espécies de Trichoderma ainda nao caracterizadas e ndo depositadas nos

bancos de dados disponiveis.

Ja, para os isolados patogénico dois foram caracterizados como C.

gloeosporioides e um isolado como Colletotrichum sp., conforme a Tabela 3.
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Tabela 3. Resultado da caracterizacdo e identificacdo molecular de isolados de Trichoderma spp. e
Colletotrichum spp. Rio Branco — AC, 2019.

ISOLADO ESPECIES
CMEA182 T. asperellum
CMEAL88 Inconclusivo
CMEA191 T. asperellum
CMEA195 T. asperellum
CMEA199 T. asperellum
CMEA200 Inconclusivo
CMEA201 Inconclusivo
CMEA202 Trichoderma sp.
CMEAZ203 T. asperellum
CMEA205 Trichoderma sp.
CMEA206 Trichoderma sp.
CMEA212 T. asperellum
CMEA213 Trichoderma sp.
CMEA223 Trichoderma sp.
CMEA225 Trichoderma sp.
CMEA229 Inconclusivo
CMEA246 Trichoderma sp.
CMEA250 Trichoderma sp.
CMEA192 C. gloeosporioides
CMEA193 C. gloeosporioides
CMEA194 Colletotrichum sp.

Desta maneira, na caracterizagdo molecular dos 18 isolados de Trichoderma spp.
apenas a espécie de T. asperellum foi identificada. Porém, existe uma grande diversidade
de fungos na regido amazonica, que ainda ndo se encontram depositados nos bancos de
dados Bold System, NCBI e Q-bank, possibilitando estudos futuros na identificacdo
desses isolados de Trichoderma spp. a nivel de espécie. Pesquisas realizadas por diversos
autores identificaram inimeras espécies de Trichoderma, sendo que a presenga macica
foi de T. asperellum (LOPES, 2012; MILANESI et al., 2013; ALVAREZ et al. 2016;
SANTOS et al., 2016), podendo ser estimada como uma das mais abundantes em diversos
solos brasileiros (SILVA et al. 2015).

5.2 TESTE DO ANTAGONISMO in Vitro DE ISOLADOS DE Trichoderma spp.

CONTRA C. gloeosporioides

Houve diferenca significativa (p<0,05) para o efeito de isolado de Trichoderma
spp. sobre C. gloeosporioides, bem como interagdo entre estes (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia para variavel de nota de pareamento de cultura entre isolados de
Trichoderma spp. e C. gloeosporioides. Rio Branco — AC, 2019.

QUADRADO MEDIO

v cL NOTA DE PAREAMENTO DE CULTURA
Trichoderma (T) 43 5,46**
Colletotrichum (C) 2 0,67**
TXC 86 0,51**
Residuo 660 0,12
CV% 20,26

** significativo a 1%, pelo teste F.
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Pelo experimento realizado verificou-se que todos os isolados do antagonista

testados inibiram o crescimento do patogeno (Quadro 1).

Quadro 1. Médias correspondentes as notas (escala de BELL et al., 1982) atribuidas ao pareamento de
cultura dos 3 isolados C. gloeosporiodes com diferentes isolados de Trichoderma spp.

Trichoderma spp C, gg\e;loEs%olrioides C, gloeosporioides Colletotrichum sp,

' 92 CMEA193 CMEA194
CMEA182 1,83c A 1,66¢c A 1,77c A
CMEA183 1,60c A 1,72c A 2,16d B
CMEAL184 1,88c A 1,77c A 2,33dB
CMEA186 2,33dB 1,88c A 2,38d B
CMEA187 1,49b A 1,77c A 1,99c A
CMEAL188 1,11a A 1,05a A 1,77cB
CMEA189 2,00d A 1,61c A 1,94c A
CMEA190 1,49b A 1,49b A 2,11dB
CMEA191 1,00a A 1,00a A 1,55b B
CMEAL195 1,00a A 1,33b A 1,38a A
CMEA196 1,61c A 1,49b A 1,88¢c A
CMEA198 1,94d A 1,49b A 1,55b A
CMEA199 1,66¢c B 1,22a A 1,60b B
CMEA200 1,66¢ B 1,16a A 1,60b B
CMEA201 1,83¢cB 1,16a A 1,33a A
CMEA202 1,00a A 1,33b B 1,60b B
CMEA203 1,83cB 1,11a A 1,83cB
CMEA204 2,00d A 1,55b A 1,66b A
CMEAZ205 1,16a A 1,05a A 1,61bB
CMEA 206 1,00a A 1,33b B 1,60b B
CMEA207 1,61c A 1,94c A 1,83c A
CMEA208 2,00d B 1,50b A 1,88¢c B
CMEA209 1,38b A 2,00c B 1,77cB
CMEAZ210 155c A 1,49b A 1,66b A
CMEA211 1,44b A 1,38b A 1,49b A
CMEA212 2,00d B 1,38b A 1,448 A
CMEA213 2,00d B 1,38b A 1,22a A
CMEA214 1,55¢c A 2,00c A 1,72b A
CMEA215 1,38b A 1,83¢cB 1,77¢ B
CMEAZ216 1,38b A 2,00cB 1,71b B
CMEA217 2,00d A 2,00c A 1,60b A
CMEAZ218 1,60c A 1,94c A 1,94c A
CMEA222 1,60c A 1,94c A 1,83c A
CMEA223 1,05a A 2,00cB 1,22a A
CMEA224 1,61c A 2,00cB 1,55b A
CMEA225 1,11a A 1,77¢cB 1,71b B
CMEA226 1,94d A 1,83c A 1,66b A
CMEA228 1,94d B 1,33b A 1,66b B
CMEA229 2,380 B 1,83c A 1,44a A




38

CMEA235 2,00d A 1,83c A 1,60b A

CMEA246 1,77c B 1,002 A 1,38aB

CMEA249 1,88c A 2,00c A 2,00c A

CMEA250 2,16d B 1,77¢B 1,00a A

Testemunha 5,00e A 5,00d A 5,00e A
Média 1,71

Médias seguidas de letras iguais, mindsculas na coluna e maidsculas na linha, ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo o teste de Scott-Knott (P<0,05).
Legenda dos grupos de média: = 1° grupo;  2°grupo;  3° grupo; [ 4° grupo; | 5°grupo.

Utilizando-se o isolado CMEA192 (C. gloeosporioides) foi possivel observar o
efeito dos diferentes de isolados de Trichoderma spp. sobre o fitopatogeno. As analises
demonstraram a formacdo de cinco grupos de médias, sendo que oito isolados de

Trichoderma spp. apresentaram maior desempenho inibitorio sobre o patdgeno conforme

é possivel visualizar no Quadro 1 e Figura 7.

Figura 7. Pareamento de cultura em meio BDA, com os melhores niveis de isolados de Trichoderma versus
192 C. gloeosporioides, com a escala de nota de Bell et al., (1982), onde: (1) Trichoderma cresce sobre o
patdgeno e ocupa toda superficie da placa. (A) - CMEA188. (B) - CMEA191. (C) - CMEA195. (D) -
CMEAZ202. (E) - CMEA 205. (F) - CMEA206. (G) - CMEA223. (H) - CMEA225. Foto: Paula Rufino. Rio
Branco — AC, 2019.

No pareamento das culturas, com o isolado CMEA193 (C. gloeosporioides),
observou-se a formacao de quatro grupos de médias (Quadro 1). Em destaque, o primeiro
grupo de média (Quadro 1) selecionou oito isolados de Trichoderma spp. mostraram ser
bastante promissores para o desenvolvimento de um programa de controle bioldgico
(Quadro 1 e Figura 8).
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Figura 8. Pareamento de cultura em meio BDA, com os melhores niveis de isolados de Trichoderma
versus 193 C. gloeosporioides, com a escala de nota de Bell et al., (1982), onde: (1) Trichoderma cresce
sobre 0 patdgeno e ocupa toda superficie da placa. (A) - CMEAL188. (B) - CMEA191. (C) - CMEA199.
(D) - CMEA200. (E) - CMEA201. (F) - CMEA203. (G) - CMEA205. (H) - CMEA246. Foto: Paula
Rufino. Rio Branco — AC, 20109.

Para a interacdo entre os isolados de Trichoderma spp. versus o isolado
CMEA194 (Colletotrichum sp.), obteve-se a formacdo de 5 grupos de médias (Quadro
1), sendo que em destaque oito isolados de Trichoderma spp., apresentaram potencial
para o controle do patégeno reduzindo seu crescimento e esporulacdo na superficie das
placas de Petri (Figura 9).

N R
\

Figura 9. Pareamento de cultura em meio BDA, com os melhores niveis de isolados de Trichoderma versus
194 Colletotrichum sp., com a escala de nota de Bell et al., (1982), onde: (1) Trichoderma cresce sobre o
patdgeno e ocupa toda superficie da placa. (A) - CMEAL95. (B) - CMEA201. (C) - CMEA212. (D) -
CMEA213. (E) - CMEA223. (F) - CMEAZ229. (G) - CMEAZ246. (H) - CMEAZ250. Foto: Paula Rufino. Rio
Branco — AC, 2019.
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5.3 TESTES DE MECANISMOS DE ACAO DO MICOPARASITISMO E
COMPETICAO ENTRE ISOLADOS DE Trichoderma SPP. VERSUS C.

gloeosporioides

Neste trabalho observou-se que os isolados de Trichoderma spp. CMEA188,
CMEA191, CMEA195, CMEA199, CMEA200, CMEA201, CMEA202, CMEA203,
CMEA206, CMEA212, CMEA213, CMEA223, CMEA225, CMEA229, CMEA246 ¢
CMEA250 tiveram acdo efetiva de micoparasitismo, causando enrolamento e/ou
estrangulamento das hifas do patdgeno (Figura 10A). O contato entre as hifas formou
estruturas semelhantes a ganchos, que causaram sua degradacdo (Figura 10B). Também
foi observada granulacéo das hifas do patdgeno e da parede celular, quando comparado a
testemunha (Figuras 10C e D). O isolado de Trichoderma CMEAZ205 nédo apresentou este

mecanismo de acao.

Figura 10. 'Micoparsis imo: interaﬁo e ifas de “T” - Trichoderma spp. versus “C” - C. gluoeosporioides,
aumento de 40 X. (A) — Enrolamento das hifas. (B) - Degradacéo e enrolamento das hifas. (C) — Testemunha
do antagonista e (D) — Testemunha do patégeno. Foto: Paula Rufino. Rio Branco — AC, 2019.

Outro tipo de interacdo ocorrida entre os isolados Trichoderma spp. versus C.
gloeosporioides, se deu por competicdo de nutrientes disponiveis e também pelo espago
nas placas de Petri, uma vez que foram observadas diferentes arranjos nas placas, desde
a inibicdo parcial do crescimento micelial dos fungos até a sobreposicdo do patégeno

(Figuras 11A e B), quando comparado com as testemunhas (Figuras 11C e D).

Figura 11. Interacdo de Trichoderma spp. versus C. gloeosporioides, crescimento micelial ao décimo dia
de avaliacdo. (A) - (B) — Mecanismo de acdo: Competicdo. (C) - Testemunha antagonica (D) — Testemunha
patdgeno. Foto: Paula Rufino. Rio Branco — AC, 2019.

De maneira geral, todos os isolados de Trichoderma spp. avaliados neste trabalho,

reduziram o crescimento in vitro do patdgeno, quando comparados a testemunha,



41

obtendo-se notas menores do que 3, onde o crescimento do antagonista ocupou mais de
2/3 da superficie das placas de Petri. Verificou-se que os isolados de Trichoderma spp.
tiveram crescimento continuo sobre o meio de cultura, inibindo o crescimento do
patdgeno, o que foi observado pela zona de demarcagdo na area de encontro dos dois
microrganismos.

De forma geral os resultados deste trabalho confirmam relatos apresentados na
literatura utilizando o fungo Trichoderma como possivel agente de controle bioldgico em
diferentes patossistemas. Estudos realizados por Almeida (2009) em ensaio de
pareamento de culturas revelou que Trichoderma colonizou e produziu esporos sobre a
maioria das colbnias de C. gloeosporioides, C. musae, Cercospora musae e
Asperioporium caricae. Também Villalobos et al., (2013), ao utilizarem 20 isolados de
Trichoderma spp., observaram que 17 destes isolados foram eficientes na inibicdo do
patdgeno C. gloeosporioides, reduzindo pelo menos 67% do crescimento micelial, sendo
que T. asperellum foi capaz de controlar o patégeno in vitro e in vivo. Bonett et al., (2013)
no teste de pareamento cultura, onde quatro espécies de Trichoderma, T. viride, T.
harzianum, T. koningii e T. virens, foram eficientes na inibi¢do de C. musae em in vitro.
Assim como, Chagas Junior et al., (2016) verificaram dos 56 isolados de Trichoderma
spp. 46 inibiram o crescimento micelial de C. cliviea (nota menor ou igual a 2,0),
chegando a quase 95% de inibicdo este patdgeno, em pareamento in vitro.

Velenzuela et al., (2015) demonstraram que Trichoderma longibrachiatum
apresentou a maior colonizagdo (87,45%) sobre C. gloeosporioides, entre as espécies
testadas. Oliveira et al., (2016) avaliando o efeito in vitro de Trichoderma sp. observaram
que este exerceu excelente atividade fungitoxica, com reducdo de 84% do crescimento
micelial do C. musae, agente causal da antracnose na cultura da bananeira.

La Cruz-Quiroz et al., (2018), estudaram que T. harzianum, T. longibranchiatum,
T. yunnanense e T. asperellum mostraram ser um excelente agente de controle biologico
contra C. gloeosporioides e Phytophthora capsici, em ensaio in vitro. Da mesma maneira,
estudando o potencial antagénico de quatro isolados (Tr3, Tr8, Tr1l2 e Trl4) de
Trichoderma viride contra C. capsici, foi notada uma inibicdo variando entre 61,23 e
70,14% do crescimento micelial do patégeno (MISHRA et al., 2011).

Montalvdo (2012) verificou que isolados de Trichoderma tem alta capacidade
parasitica de enrolamento e deformacéo de hifas de Sclerotium rolfsii, resultado este que

corrobora com o encontrado neste estudo. Essas alteragdes evidenciam o parasitismo de
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Trichoderma sobre o patogeno estudado, conforme sugerem Harman et al., (2004) e
Cheng et al., (2012), a acdo de Trichoderma envolve reconhecimento e crescimento em
direcdo ao patdgeno, também o contato e enrolamento de suas hifas com posterior
formacdo de apressorio e ainda penetracdo da parede celular, por meio da secre¢édo de
enzimas liticas capazes de desestabilizar a parede celular do fitopatdgeno.

Em experimentos in vitro é frequente o relato de interacfes entre isolados e/ou
espécies de antagonistas com isolados dos patdgenos, sendo que competi¢do é um dos
principais mecanismos de acdo de isolados de Trichoderma spp. no biocontrole de
fitopatogenos. Tocafundo et al. (2010), relata que isolados de Trichoderma spp. inibiram
o crescimento micelial de Phytophthora palmivora; isolados de Trichoderma spp.
bloquearam o desenvolvimento de T. paradoxa (SANTOS et al., 2012); Fusarium sp. foi
inibido por isolados de Trichoderma sp. (HOFFMANN et al., 2015); e o isolado TI-2 de
Trichoderma spp. sobre Sclerotinia sclerotiorum (FIPKE et al., 2015).

O uso de ensaios in vitro representa um passo inicial e determinante em pesquisas
de selecdo de agentes para o controle biolégico. Segundo Michereff (2005) um bom
programa de biocontrole necessita basear-se em experimento in vitro e in vivo. Portanto,
os resultados obtidos demonstraram grande potencial para utilizacdo no controle

biol6gico da antracnose em mudas de acaizeiro solteiro em condicGes de viveiro.

54 EFEITO DE SUBSTRATO COLONIZADO COM Trichoderma spp. NA
PRODUCAO DE MUDAS DE ACAIZEIRO SOLTEIRO

Observou-se que houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos para
a maioria das variaveis, exceto para diametro do coleto (DC), massa seca da parte aérea
(MSPA) e area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) (Tabela 5 e Quadro 2).

Tabela 5. Resumo da analise de variancia para as variaveis altura da planta (AP) (cm); diametro do coleto
(DC) (mm); nimero de folha (NF); massa seca da parte aérea (MSPA) (g); massa seca da raiz (MSR) (g);
massa seca total (MST) (g); indice de qualidade de Dickson (IQD); area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) em mudas de E. precatoria, aos 10 meses de idade. Rio Branco — AC, 2019.

v oL QUADRADO MEDIO
AP DC NF MSPA MSR  MST IQD  AACPD

Tratamento 43 1,86** 0,34™ 0,08** 0,10 0,10**  0,39** 0,01** 676,05™

Bloco 3 11,19 0,24 0,28 1,69 1,57 6,51 0,10 1055,04
Residuo 129 0,63 0,21 0,03 0,07 0,06 0,22 0,00 778,24
CV% 8,19 7,87 6,24 30,19 29,76 27,73 13,17 77,31

** @ * significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste de F, respectivamente; " ndo significativo.
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Quadro 2. Crescimento de mudas de E. precatoria, aos 10 meses de idade em substrato de castanha-do-
brasil colonizado com Trichoderma spp. para as variaveis: altura da planta (AP) (cm); didmetro do coleto
(DC) (mm); nimero de folha (NF); massa seca da parte aérea (MSPA) (g); massa seca da raiz (MSR) (g);
massa seca total (MST) (g); indice de qualidade de Dickon (IQD); area abaixo da curva de progresso da

doenca (AACPD).
T“nggerma NF AP DC | MSPA | MSR | MST | 1QD | AACPD
CMEA182 359 a| 1234 a| 6,78 a| 1,30 a| 1,01 a| 2,31 a| 056 a| 43,66 a
CMEA183 | 320 b| 1068 b| 6,69 a| 1,01 a| 0,87 a| 1,88 a| 054 a| 33,08 a
CMEA184 | 300 c| 981 c| 575 a| 089 a| 0,71 b| 1,60 b | 048 b| 41,90 a
CMEA186 | 271 ¢| 880 c| 537 a| 056 a| 042 b| 098 b| 035 b| 6881 a
CMEA187 | 310 c| 1062 b| 6,36 a| 111 a| 099 a| 210 a| 056 a| 57.64 a
CMEA188 | 3,00 ¢ | 10,04 b| 6,00 a| 069 a| 0,62 b| 1,30 b| 043 b| 59,04 a
CMEA189 | 295 c| 946 c| 601 a| 091 a| 0,75 b | 1,65 b | 051 a| 2744 a
CMEA190 | 305 c| 949 c| 584 a| 068 a| 059 b| 1,26 b| 043 b| 3813 a
CMEA191 | 306 c| 930 c| 560 a| 089 a| 0,75 b | 1,64 b | 050 a| 4561 a
CMEA195 | 315 b| 982 c| 593 a| 078 a| 0,73 b| 151 b| 046 b| 26,85 a
CMEA19 | 305 c| 912 c| 607 a| 087 a| 0,74 b| 1,60 b | 051 a| 3320 a
CMEA198 | 3,00 ¢ | 1034 b| 6,21 a| 085 a| 0,86 a| 1,72 b | 050 a| 3325 a
CMEA199 | 305 c| 942 c| 572 a| 092 a| 087 a| 1,78 b | 052 a| 2880 a
CMEA200 | 290 ¢| 920 c| 583 a| 079 a| 0,67 b| 1,46 b | 048 b| 3058 a
CMEA201 | 330 b| 1026 b| 599 a| 117 a| 1,08 a | 224 a| 055 a| 3733 a
CMEA202 | 305 c| 920 c| 575 a| 091 a| 091 a| 1,81 a| 050 a| 3485 a
CMEA203 | 305 c| 991 b| 562 a| 081 a| 0,68 b| 1,49 b| 046 b| 3195 a
CMEA204 | 328 b| 989 b| 613 a| 112 a| 098 a| 210 a| 055 a| 7281 a
CMEA205 | 305 c| 936 c| 568 a| 086 a| 0,79 b | 1,65 b | 049 a| 2945 a
CMEA206 | 323 b| 1062 b| 6,11 a| 123 a| 1,08 a| 232 a| 056 a| 47.86 a
CMEA207 | 275 ¢| 957 c| 6,00 a| 1,01 a| 0,87 a| 1,88 a| 050 a| 2893 a
CMEA208 | 295 ¢| 942 c| 641 a| 085 a| 087 a| 1,71 b| 053 a| 3025 a
CMEA209 | 310 ¢ | 1027 b| 6,19 a| 092 a| 0,83 a| 1,74 b | 051 a| 2795 a
CMEA210 | 3,00 ¢ | 1021 b| 595 a| 113 a| 093 a| 205 a| 053 a| 3290 a
CMEA211 | 305 ¢| 901 c| 569 a| 120 a| 098 a| 218 a| 056 a| 29,88 a
CMEA212 | 305 c| 995 b| 573 a| 097 a| 093 a| 1,90 a| 052 a| 2655 a
CMEA213 | 290 ¢| 939 c| 579 a| 092 a| 0,86 a| 1,77 b | 051 a| 2518 a
CMEA214 | 285 ¢| 934 c| 602 a| 072 a| 057 b| 128 b| 044 b| 3498 a
CMEA215 | 305 c| 972 c| 585 a| 065 a| 055 b| 1,20 b| 041 b| 2693 a
CMEA216 | 325 b| 1025 b| 6,31 a| 099 a| 098 a| 1,97 a| 055 a| 26,60 a
CMEA217 | 310 b| 999 b| 623 a| 084 a| 0,73 b| 1,56 b | 048 b| 3298 a
CMEA218 | 290 b| 897 c| 557 a| 069 a| 0,62 b| 1,31 b| 044 b| 30,75 a
CMEA222 | 3,00 b| 933 c| 594 a| 075 a| 0,71 b | 1,46 b | 048 b| 37,20 a
CMEA223 | 3,00 b| 943 c| 560 a| 069 a| 055 b| 124 b| 042 b| 2425 a
CMEA224 | 3,10 b| 10,03 b| 589 a| 089 a| 0,85 a| 1,73 b | 050 a| 2548 a
CMEA225 | 290 b| 917 c| 575 a| 095 a| 050 b| 1,44 b| 045 b| 2453 a
CMEA226 | 305 b| 852 c| 542 a| 089 a| 0,81 a| 1,71 b | 049 a| 3443 a
CMEA228 | 295 b| 866 c| 587 a| 084 a| 0,78 b| 1,63 b| 052 a| 28,68 a
CMEA229 | 3,00 b| 971 c| 600 a| 083 a| 0,68 b| 151 b| 048 b| 3523 a
CMEA235 | 295 b| 1062 b| 6,07 a| 094 a| 1,06 a| 1,99 a | 053 a| 3635 a
CMEA246 | 3,00 b| 1073 b| 589 a| 081 a| 0,87 a| 1,68 b| 048 b| 7986 a
CMEA249 | 3,05 b| 951 c| 6,11 a| 085 a| 0,69 b| 154 b | 049 a| 2555 a
CMEA250 | 295 b| 952 c| 567 a| 086 a| 0,75 b | 1,61 b| 048 b| 2628 a
Testemunha | 2,90 ¢ | 948 ¢ | 6,07 a| 1,09 a| 1,03 a| 212 a| 055 a| 3383 a
Meédias 3,03 9,73 504 | 089 | 079 | 169 | 049 | 36,08

Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si ao nivel de significancia de 5% pelo teste de
Scott-Knott (1974). Rio Branco — AC, 2019.

Legenda dos grupos de média:

1° grupo;

2° grupo;

3° grupo.
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Observou-se que para as caracteristicas NF e AP houve a formacéo de 3 grupos
de resposta, sendo que o efeito do uso do isolado CMEA182 se destacou
significativamente dos demais isolados, proporcionando a maior média de crescimento
da planta (12,34 cm) e do numero de folhas (3,59), aos 10 meses de avaliacdo apds a
repicagem. Verificou-se ainda a formacdo de um segundo grupo de média, onde 19
isolados de Trichoderma spp. tiveram reacdo intermediaria, diferindo-se do terceiro grupo
de média, que correspondeu aos isolados de Trichoderma spp. que ndo diferiram da

testemunha (Quadro 2).

Para as variaveis MSR, MST e IQD formou-se 2 grupos de média, onde 21
isolados de Trichoderma spp. (CMEA182, CMEA183, CMEA187, CMEA198,
CMEA199, CMEA201, CMEA202, CMEA204, CMEA206, CMEA207, CMEAZ208,
CMEA209, CMEA210, CMEA211, CMEA212, CMEA213, CMEA216, CMEA224,
CMEA226, CMEA235 e CMEA246), proporcionaram maiores ganhos na MSR para

mudas de agaizeiro solteiro, apresentando um sistema radicular bastante desenvolvido, o

que é um fator de grande importancia para pegamento e sobrevivéncia no campo (Quadro
2 e Figuras 12A e B).

Figura 12. Crescimento do sistema radicular. (A) — Isolado de Trichoderma. (B) — Testemunha. Foto: Paula
Rufino. Rio Branco — AC, 2019.

Considerando o indice de qualidade de Dickson (IQD), que agrega 0s principais
parametros agrondémicos conjuntamente, foram observados dois agrupamentos de médias
entre os tratamentos. O primeiro grupo formado pelos isolados de Trichoderma spp.
CMEA182, CMEA183, CMEA187, CMEA189, CMEA191, CMEA196, CMEA198,
CMEA199, CMEA201, CMEA202, CMEA204, CMEA205, CMEA206, CMEA207,
CMEA208, CMEA209, CMEA210, CMEA211, CMEA212, CMEA213, CMEAZ216,
CMEAZ224, CMEA226, CMEA228, CMEA235, CMEA249 (Quadro 2), apresentaram

maior indice de qualidade de mudas quando comparado aos demais isolados.
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5.5 SEVERIDADE DA ANTRACNOSE EM MUDAS DE ACAIZEIRO

Para os estudos da severidade (nota) foi feito o calculo da area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD). A comparagdo das médias mostrou que ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos (Trichoderma), conforme mostra no Quadro
2. Durante a conducdo do experimento, ao longo dos 10 meses apds a repicagem, foi
observado cerca de 5% da area foliar das plantas com lesdes de antracnose.

O efeito da utilizagcdo de Trichoderma na formacédo e crescimento das plantas é
demonstrado em diferentes trabalhos. Os resultados apontam que a promocdo de
crescimento das plantas, ndo depende apenas do agente de biocontrole utilizado, mas
também da sua interacdo com os isolados e com os métodos de cultivo (HARMAN, et al.,
2008; MACEDO, 2011). De acordo com Machado et al., (2015), o sucesso do mecanismo
de acdo de Trichoderma spp. como promotor de crescimento da planta depende da
interacdo com o0 ambiente, com o substrato e a disponibilidade de nutrientes.

Neste trabalho foi observado maior crescimento das plantas no substrato
colonizado com os isolados de Trichoderma spp. Também se observou que a utilizagao
de Trichoderma spp. proporcionou um incremento do sistema radicular, demonstrando
que os sistemas radiculares estavam aptos para maior absorcdo de nutrientes.

Resultados similares foram encontrados no trabalho de Fortes et al., (2007), onde
isolados de Trichoderma spp. inoculados em substrato aumentaram significativamente o
enraizamento de microestacas de Eucalytus sp. Ainda, Gava e Menezes (2012) também
verificaram que T. viridae, T. koningii e T. harzianum foram eficientes na colonizacdo da
rizosfera de mamoeiro amarelo. De acordo com Shoresh et al., (2010) algumas espécies
de Trichoderma podem aumentar significativamente o desenvolvimento do sistema
radicular, proporcionando maior exploracdo do solo e absorcdo de nutrientes e agua,
consequentemente, promovendo o desenvolvimento vegetativo.

Para mudas de Euterpe spp. ainda ndo existe a definicdo de um padréo de 1QD
(ARAUJO et al., 2018), porém, estudos com espécies florestais padronizam 0,20 como
valor minimo de 1QD (HUNT, 1990). Os resultados deste trabalho obtiveram valor
minimo de 0,35 com o isolado CMEA186 (Trichoderma spp.) e o valor maximo de 0,56
com o isolado CMEA211 (Trichoderma spp.). Desta maneira, no presente estudo, 0s
valores de 1QD ficaram acima do valor minimo recomendado para formagéo de espécies

florestais, indicando nivel de qualidade de mudas suficiente para plantio em campo.
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Entretanto, Welter et al., (2014) estudaram IQD sobre a influéncia de doses de po
de balsamo no crescimento de mudas de E. oleracea e encontraram valor minimo de 1,60
na dose 5,63 g.dm=3e valor maximo de 4,98 na dose 6,16 g.dm=. Aradjo et al., (2018)
verificaram o 1QD em diferentes doses de fosfato no crescimento de mudas de E. oleracea
com valor minimo de 2,56 pela dose estimada de 121,92 g.m e valor maximo de 3,90 na
dose de 535.68 g.m™, indicando que os valores de IQD para Euterpe precatoria podem
ser melhorados.

De maneira geral o 1QD é um dos melhores indicadores da qualidade de mudas,
pois envolve diferentes variaveis morfoldgicas importantes e a0 mesmo tempo, em que
diminuindo o risco da utilizacdo isolada de um pardmetro agrondmico, como por
exemplo, altura de mudas, frequentemente utilizado para selegéo das plantas (PEREIRA
et al., 2010). Reis et al. (2016) afirmam que mudas de maior altura ndo sdo precisamente
as melhores em termos de sobrevivéncia no campo, principalmente quando estas estdo
estioladas.

Verificou-se que houve baixa severidade da antracnose nas mudas de agaizeiro
neste experimento (Figura 13). Isto pode ser justificado pelo fato do ambiente, ter baixa
taxa de dispersdo do fungo, em virtude do manejo adotado no local, com pulverizacdes
semanais de fungicidas para o controle da antracnose, 0 que consequentemente reduziu a
quantidade do indculo. Assim, os fatores ambientais (temperatura elevada e umidade

relativa) ndo foram suficientes para incrementar o progresso da antracnose, uma vez que

patégeno estava controlado na area.

Figura 13. Severidade com cerca de 5% da area foliar com lesdes. (A) Trichodema spp. (B) — Testemunha.
Foto: Paula Rufino. Rio Branco — AC, 2019.

Estudos comprovam a eficiéncia de Trichoderma spp. no controle de
Colletotrichum spp. em diversas culturas. Silva et al. (2011) trabalharam com 60 isolados

de Trichoderma spp, e também com o produto comercial de Trichoderma, para a indugéo
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de resisténcia sisttmica a antracnose, causada por Colletotrichum lagenarium em
pepineiro relatando que 19 isolados apresentaram melhor desempenho quanto a reducgao
dos sintomas de antracnose. Pedro et al. (2012) ao avaliarem a capacidade de
Trichoderma spp. em promover o crescimento de feijoeiro e reduzir a severidade da
antracnose nas plantas (Colletotrichum lindemuthianum) utilizando 60 isolados de
Trichoderma spp., destacaram sete isolados demonstraram efeito positivo no controle da
doenca.

Os resultados desta pesquisa demonstram potencial do uso de Trichoderma spp.
na composicdo das estratégias para o controle da antracnose em acaizeiro solteiro. Ainda
sd0 necessarios ajustes na metodologia de conducdo e avaliacdo dos ensaios, como por
exemplo, ampliagdo da colegéo de isolados de Trichoderma e selegdo dos melhores
isolados para serem utilizados em combinagdo com nutrientes na composicdo dos
substratos, uma vez que a utilizacdo da casca da castanha-do-brasil isoladamente
demonstrou ndo ser suficiente para suprir as demandas nutricionais das plantas, o que
pode ter dificultado a diferenciacdo do efeito do Trichoderma no crescimento das mudas
de acaizeiro solteiro.

5.6 EFEITO DA APLICACAO FOLIAR DE Trichoderma SPP. NA PRODUCAO
DE MUDAS DE ACAIZEIRO SOLTEIRO

A anélise variancia para os resultados obtidos nos ensaios conduzidos em viveiro,
sobre o efeito do Trichoderma spp. no controle da antracnose, indicou que ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) para as varidveis, exceto para area abaixo da curva de

progresso da doenca (AACPD).

Tabela 6. Resumo da analise de variancia para as varidveis: altura da planta (AP) (cm); didmetro do coleto
(DC) (mm); namero de folha (NF); massa seca da parte aérea (MSPA) (g); massa seca da raiz (MSR) (9);
massa seca total (MST) (g); indice de qualidade de Dickson (IQD); area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) de mudas de E. precatoria, aos 10 meses de idade. Rio Branco — AC, 2019.

QUADRADO MEDIO

FV L
G AP DC NF MSPA MSR  MST 1QD AACPD

Tratamento 8 1,43™ 0,559 0,43 0,23 0,09 0,44™ 0,003™ 929,42*

Bloco 3 2,11 0,81 0,51 0,13 0,30 0,76 0,004 1332,15
Residuo 24 4,58 0,77 0,38 0,1 0,12 0,28 0,002 271,57
CV% 14,76 11,09 19,3 17,46 24,18 16,19 7,56 24,50

* significativo 5% de probabilidade pelo teste de F, "™ ndo significativo, respectivamente.

Os resultados demonstraram que ndo houve diferenca significativa (p>0,05) pelo
teste de Scott-Knot para as varidveis analisadas, quando procedeu-se a aplicacdo foliar
das suspensdes fungicas utilizando-se os isolados de Trichoderma spp. (Tabela 7).

Entretanto, houve diferenca significativa entre os tratamentos para os dados da area
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abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), sendo formado dois grupos de média,
diferindo da testemunha, o que demonstrou efeito dos isolados de Trichoderma spp. na
reducdo da severidade da doenca nas plantas (Tabela 7).

Estes resultados corroboram com os encontrados por Lisboa et al. (2007),
estudando o controle Botrytis cinerea em tomateiro, verificaram a eficiéncia de
Trichoderma harzianum e Gliocladium viride na redugdo da incidéncia da doenca
(AACPD), apresentaram menor severidade, quando comparado a testemunha. Silva et al.
(2011), observaram que T. asperellum reduziu 80% da doenca P. syringae pv.

Lachrymans em pepineiro, em comparacdo as folhas ndo tratadas.

Tabela 7. Crescimento de mudas de E. precatoria, aos 10 meses de idade com aplicacéo via foliar dos
isolados de Trichoderma spp. para as variaveis: altura da planta (AP) (cm); diametro do coleto (DC) (mm);
numero de folha (NF); massa seca da parte aérea (MSPA) (g); massa seca da raiz (MSR) (g); massa seca
total (MST) (g); indice de qualidade de Dickson (IQD); &rea abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), Rio Branco — AC, 20109.

TRATAMENTO AP DC NF MSPA  MSR MST IOD  AACPD

CMEA182 1340 a 727 a 265 a 164 a 121 a 285 a 060 a 6396
CMEA188 1498 a 794 a 315 a 176 a 174 a 350 a 063 a 6292
CMEA191 1465 a 844 a 325 a 202 a 149 a 351 a 064 a 57.05
CMEA199 1409 a 811 a 370 a 175 a 137 a 312 a 064 a 6476
CMEA201 1450 a 791 a 275 a 197 a 146 a 344 a 064 a 7817
CMEA206 1493 a 808 a 335 a 188 a 138 a 326 a 065 a 6781
CMEA212 1489 a 803 a 345 a 197 a 156 a 353 a 065 a 5648
CMEA246 1523 a 818 a 335 a 205 a 156 a 362 a 067 a 5172
Testemunha 1390 a 731 a 316 a 129 a 137 a 266 a 058 a 10250

o 29 29 2 D 2 D D D

Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si ao nivel de significancia de 5% pelo teste de
Scott-Knott (1974).

A aplicacdo foliar utilizando os oito melhores isolados de Trichoderma spp.
também proporcionou colonizacdo sistémica das mudas de acaizeiro solteiro, sendo que
o fungo estava presente nos fragmentos de raizes das plantas tratadas. Isto foi comprovado
por meio da técnica de isolamento indireto do fungo, utilizando-se os fragmentos das
plantas oriundas do experimento ap6s 4 meses das aplicacbes foliares (Figura 14).
Notadamente, os isolados de Trichoderma ndo foram detectados nos fragmentos das
folhas inoculadas (Figura 15), demonstrando que o fungo penetrou e colonizou o sistema
radicular (Tabela 8).
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Figura 14. Isolamento indireto com fragmentos de raizes de E. precatoria, apds 4 meses de aplicacéo via
foliar com os isolados de Trichoderma spp. (A) - CMEA182. (B) — CMEA188. (C) - CMEA191. (D) —
CMEAL199. (E) - CMEA201. (F) - CMEAZ206. (G) - CMEA212. (H) - CMEA246. () - Testemunha. Foto:
Paula Rufino. Rio Branco — AC, 2019.
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Figura 15. Isolamento indireto com fragmentos de folhas de E. precatoria, ap6s 4 meses de aplicagdo via
foliar com os isolados de Trichoderma spp. (A) — CMEA182. (B) — CMEA188. (C) — CMEA191. (D) —
CMEA199. (E) - CMEA201. (F) - CMEA206. (G) - CMEAZ212. (H) — CMEA246. (I) - Testemunha. Foto:
Paula Rufino. Rio Branco — AC, 2019.

Constatou-se gque os isolados de Trichoderma CMEA182, CMEA188, CMEA206
e CMEAZ212 estavam presentes no sistema radicular de todas as mudas de acaizeiro com
eles inoculadas, comprovado por 100% de frequéncia positiva com o isolamento indireto.
Para os isolados CMEA 191 e CMEA199 foi obtida uma frequéncia de 75% de frequéncia
(Tabela 8). Ja para os isolados de CMEA201 e CMEA246 obteve-se a menor frequéncia
de colonizagdo nas raizes, 25%, demonstrando assim que a resposta de colonizacao é

influenciada pelas caracteristicas dos isolados do fungo.
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Tabela 8. Frequéncia de isolamentos positivos de Trichoderma spp. com 6rgdos de E. precatoria apés 4
meses de aplicaces via foliar com indculos de Trichoderma spp. Rio Branco — AC, 2019.

FREQUENCIA DE ISOLAMENTOS POSITIVOS DE
Trichoderma SPP. COM ORGAOS DE E. precatoria (%)

TRATAMENTO ORIGEM
FOLHA RAIZ

CMEA182 Solo 0 100
CMEA188 Solo 0 100
CMEA191 Solo 0 75
CMEA199 Folha 0 75
CMEA201 Solo 0 25
CMEA206 Estoldo 0 100
CMEA212 Folha 0 100
CMEA246 Matéria organica 0 25
Testemunha 0 0

Resultados apresentados por Brotman et al. (2010), demonstram que isolados de
Trichoderma spp. colonizam ativamente o cortex das raizes e, posteriormente ativam vias
de sinalizacdo, desencadeando respostas de defesa nas plantas. Jesus et al. (2011),
constataram que Trichoderma spp. sdo capazes de se associar as raizes de plantas, por
mecanismos similares de fungos micorrizicos, pois os Trichoderma spp. tem alta
capacidade de penetrar o sistema radicular e induzir a producdo de substancias
antimicrobianas, resultando na inducdo de resisténcia de plantas para inimeros
fitopatdgenos.

Mastouri et al. (2010), afirmam que Trichoderma spp. sdo beneficiados pela
presenca de raizes, 0s quais as colonizam facilmente, sendo que espécies que melhor
colonizam a rizosfera podem ser acrescentadas ao solo ou mesmo as sementes, visando o
controle de fitopatdgenos e promocao do crescimento das plantas.

E importante observar que a maioria dos isolados de Trichoderma utilizados neste
estudo foram obtidos a partir de amostras de solo (Tabela 8). Os resultados da
caracterizagdo molecular comprovaram que quatro destes isolados pertencem a espécie
T. asperellum (CMEA182, CMEA191, CMEA199 e CMEA 212). De acordo com Silva
etal. (2015), aespécie T. asperellum pode ser considerada como uma das mais abundantes
em solos territoriais brasileiros. As altas taxas de recuperacdo dos isolados no sistema
radicular das plantas inoculadas, demonstram que este € o nicho de colonizagdo desta
espeécie e indica seu alto potencial de utilizagdo em substratos para a formacao de mudas

e para promogéo de crescimento.
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6. CONCLUSOES

Isolados de Trichoderma spp. apresentam habilidade de controle biolégico de
Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da antracnose em mudas de Euterpe
precatoria.

Isolados de Trichoderma spp. inoculados no substrato de casca de améndoa da
castanha-do-Brasil séo capazes de auxiliar no crescimento de mudas de E. precatoria.
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