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RESUMO

A crosta negra, tornou-se uma doenca preocupante na cultura da seringueira
(Hevea brasiliensis), pois ela provoca intensa desfolha e consequentemente a
diminuicdo na producdo de latex. Sabendo que ndo ha fungicidas registrados
para o controle desta doengca o uso do controle biolégico mostra-se uma
alternativa promissora. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a
capacidade de controle de Cladosporium spp. por meio da utilizacédo de isolados
de Trichoderma obtidos a partir de folhas doentes de seringueira que
apresentavam o crescimento natural deste fungo. Para isso foram realizados
testes in vitro, em mudas de seringueira e em campo. Nos experimentos in vitro,
foram aferidas a producdo de metabdlitos volateis e ndo volateis e a capacidade
de antagonismo/parasitismo dos isolados TC1 e AP1. Nos experimentos em
casa de vegetacdo com mudas de seringueira, foram realizados experimentos
para a verificagéo dos efeitos curativo e protetor dos isolados de Trichoderma,
com afericdo da severidade da doenca e das enzimas peroxidase e fenilalanina,
gue estao ligadas a expressao de resisténcia da planta. Os isolados TC1 e AP1,
também foram testados em &rvores no campo, neste caso foi quantificada a
severidade da doenca, apos quatro aplicacdes destes fungos. Nos testes com
os isolados AP1 e TC1 in vitro foi possivel verificar que este isolados possuem
metabdlitos volateis que inibem o crescimento do patdgeno causador da crosta
negra em seringueira, além de possuirem capacidade antagbnica e parasitaria.
A aplicacdo destes fungos em casa de vegetacdo mostrou-se efetiva,
principalmente para os tratamentos curativos, pois os dois isolados controlaram
a doenca e aumentaram as atividades das enzimas estudas. Nos tratamentos
preventivos, somente o isolado TC1 apresentou controle da doenca. J4 no
campo, viu-se a necessidade de maiores testes com estes isolados de
Trichoderma, pois apesar de eles terem diminuido a doenca, ndo houve
diferenca deles em relacdo a testemunha. Deste modo, apesar dos isolados
terem potencial no controle da doencga € necessario aferir melhor a efetividade
dos Trichodermas testados para o controle da crosta negra no campo.

Palavras-chave: Trichoderma viride, Trichoderma koningiopsi, Hevea

brasiliensis, Cladosporium sp.



ABSTRACT

Black scab has become a worrying disease in the rubber tree (Hevea brasiliensis)
culture, as it causes intense defoliation and consequently a decrease in latex
production. Knowing that there are no registered fungicides to control this
disease, the use of biological control is a promising alternative. Thus, this work
aimed to evaluate the ability to control Cladosporium spp. through the use of
Trichoderma isolates obtained from diseased rubber tree leaves that showed the
natural growth of this fungus. For this, in vitro tests were carried out, in rubber
tree seedlings and in the field. In the in vitro experiments, the production of
volatile and non-volatile metabolites and the antagonism/parasitism capacity of
the TC1 and AP1 isolates were measured. In experiments in a greenhouse with
rubber tree seedlings, experiments were carried out to verify the curative and
protective effects of the Trichoderma isolates, measuring the severity of the
disease and the enzymes peroxidase and phenylalanine, which are linked to the
expression of plant resistance. The TC1 and AP1 isolates were also tested on
trees in the field, in this case the severity of the disease was quantified after four
applications of these fungi. In tests with the AP1 and TC1 isolates in vitro, it was
possible to verify that these isolates have volatile metabolites that inhibit the
growth of the pathogen that causes black scab in rubber trees, in addition to
having antagonistic and parasitic capacity. The application of these fungi in a
greenhouse proved to be effective, mainly for curative treatments, as the two
isolates controlled the disease and increased the activities of the studied
enzymes. In preventive treatments, only the TC1 isolate showed disease control.
In the field, however, the need for further tests with these Trichoderma isolates
was seen, because although they had reduced the disease, there was no
difference between them in relation to the control. Thus, although the isolates
have potential to control the disease, it is necessary to better assess the
effectiveness of the tested Trichodermas for the control of black scab in the field.
Keywords: Trichoderma viride, Trichoderma koningiopsi, Hevea brasiliensis,

Cladosporium sp.
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1 INTRODUCAO

A seringueira (Hevea brasiliensis) apesar da sua importancia, a expansao
da cultura no territério brasileiro vem enfrentando muitas barreiras, entre os quais
estdo os problemas fitossanitarios. Dentre as doencgas foliares que estdo sendo
encontradas com frequéncia na maior parte das areas de cultivo, pode-se citar a
antracnose, causadas por Colletotrichum ssp. (Furtado; Gasparotto; Pereira,
2016) e a crosta negra, sendo que esta ultima vem trazendo certa preocupacao,
pois h4 relatos de queda de 38% na producao de borracha entre os anos de 2017
e 2020 em algumas regides produtoras de latex (Virgens Filho et al., 2022). A
crosta negra pode ser causada por um complexo de fungos, identificados como
P. huberi, R. heveae e Cladosporium sp. (forma assexuada de Rosenscheldiella
heveae) (Junqueira; Bezerra, 1990; Gasparotto; Pereira, 2016; Gomes, 2023).

O controle quimico de doencas de seringueira € limitado pelo fato de néo
haver produtos registados no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
para todas as doencas, como no caso da crosta negra (Agrofit, 2023). Os poucos
produtos registrados nesta cultura sdo utilizados com maior frequéncia em
jardins clonais e viveiros, pois a aplicagdo no campo requer uma série de
cuidados para que ndo haja impacto ambiental, além de necessitar que as
plantas possuam cercas caracteristicas, como a area foliar ou desenvolvimento
da copa homogéneo, para uma acédo mais eficaz do produto (Grigoletti Jr.,
Santos, Auer, 2000; Guyot, 2001)

O uso de materiais resistentes seria a melhor alternativa para manejo da
crosta negra e de outras doencas na cultura na seringueira, ja que esta fica por
longo periodo no campo (Alvarenga; Carmo, 2014). Porém, os trabalhos
relacionados com este tipo de assunto nesta cultura comumente relatam que
alguns materiais resistentes se tornam suscetiveis em determinados locais. Esta
variagdo na reagao a doenca, segundo o0s autores, se deve a interagao do
genotipo com o ambiente, que podem favorecer a expressdo da doenca no
campo, além da ocorréncia variabilidade genética do patdgeno envolvido
(Furtado et al., 1994; Guen Seguin e Mattos, 2000; Antonio et al., 2021).

No caso da crosta negra, existem alguns relatos de controle biol6gico. Ha
casos que o controle da crosta negra pode se dar naturalmente por fungos

hiperparasitas, como Cylindrosporium sp. e Dicyma pulvinata. Este fato €&
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interessante ja que estudos recentes apontam que os fungos endofiticos
isolados da microfauna foliar podem restringir tanto crescimento in vitro quanto
in vivo de patdgenos de diferentes culturas, inclusive de seringueira, diminuindo
os danos que estes causam, destacando assim seu status como uma nova fonte
de agentes de controle biologico contra fitopatdgenos de plantas tropicais (Gazis;
Chaverri, 2010; Abraham et al., 2013). Além disso, endofitos de plantas tropicais
constituem um conjunto ecoldgico rico em espécies de microrganismos que deve
ser incluso em qualquer programa destinado a rastrear novos metabdlitos para
uso na agricultura (Rungjimdamai et al. 2008; Tejesvi et al. 2009).

Magalhées et al. (2021a) e Celin et al. (2021), mostraram a eficiéncia de
dois isolados e Trichoderma, obtidos a partir de um parasitismo natural
observado em campo sob lesdes de crosta negra e antracnose. Magalhaes et al.
(2021a) apontou que os isolados TC1 e AP1 de Trichoderma foram eficazes no
controle da antracnose através da producdo de metabolitos volateis e ndo
volateis e que o isolado AP1 teve o melhor resultado no teste de pareamento.
Estes mesmos isolados, ao serem testadas em mudas de seringueira reduziram
a severidade da antracnose, bem como da mortalidade dos enxertos infectados
com Colletotrichum, além de aumentarem a altura da planta, diametro do caule
e melhorarem a eficiéncia relativa do acimulo de fitomassa seca e a area foliar
especifica das plantas (Celin et al., 2021). Assim, os resultados demonstram que
os isolados testados possuem potencial na area de controle biolégico do
patdgeno e pode ser alvo de estudos para desenvolvimento de produtos contra

a antracnose em seringueiras.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo estudar a efetividade dos isolados
TC1 e AP1 de Trichoderma, obtidos da microfauna de folhas de seringueira e
eficazes no controle da antracnose, no controle da crosta negra in vitro e em
clones comerciais de seringueira, e assim colaborar com o desenvolvimento de

meétodos alternativos no manejo da doenca no campo.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar a capacidade de controle dos isolados com base nos testes de
producdo de metabdlitos volateis e ndo volateis e a capacidade de
parasitismo/antagonismo.

e Verificar o efeito curativo e protetor dos isolados TC1 e AP1 para controle
biolégico do patdgeno Cladosporium sp.

¢ Quantificacédo das enzimas peroxidase e fenilalanina amoénia-liase na qual
interagem a induzir os mecanismos de defesa da planta.

e Verificar os agentes de controle biolégico em campo baseando na

severidade da crosta negra.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Seringueira

No Brasil, a seringueira (Hevea brasiliensis) é cultivada em diferentes
estados, desde a regido Norte até o norte do Estado do Parana (Gasparotto et
al., 2012). Esta cultura é responsavel pela producéo do latex, que da origem a
borracha natural. Esta matéria prima é de grande importancia na industria
pneumatica, mas também imprescindivel para outros setores, como saude (luvas
cirdrgicas, preservativos, tubos cirargicos, biomateriais para aplicacdo médica
etc.), calcados, mineracdo e sideruargicas etc. (Alvagenga, Carmo, 2014). Além
disso, possuir grande importancia social, decorrente da geracdo de cerca de
mais de 80 mil postos de trabalho no pais.

A seringueira é relevante também do ponto de vista ambiental, ja que é
uma cultura reflorestadora, que contribui para a conservacdo do solo,
manutencdo da agua, serve de abrigo e alimento para fauna e possui alta taxa
de sequestro de carbono da atmosfera, em quantidades equivalentes ao de uma
floresta natural (em torno de 90 toneladas de CO: por planta de 15 anos) (Carmo;
Manzatto; Alvarenga, 2007; Alvagenga, Carmo, 2014; Scaloppi Junior, 2015;
Braga, 2016).

3.2 Doencas folhares e crosta negra

A seringueira apresenta um importante papel, mas quando atinge o
terceiro ano, ela passa por uma fase de senescéncia, que leva a queda das
folhas seguindo por um novo reenfolhamento (Gasparotto et al., 2012). Este
periodo € considerado de risco, jA que ocorre maiores ataques de doencas
foliares como mal-das-folhas, antracnose, oidio, mancha areolada (Gasparotto
et al., 1997; Furtado et al., 2016).

No entanto, dentre as doencas foliares, encontra-se a crosta negra, a qual
€ considerada de pouca importancia, devido queda precoce das folhas apos o
reenfolhamento, podendo ser considerado uma senescéncia natural do que uma
acao patogénica. Porém devido aos ultimos anos com devida mudanca climatica
e a expansdo dos seringais, tornou-se um dos principais problemas

fitossanitarios (Gasparotto et al., 2012; Gongalves, Goes, 2017).
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A crosta negra pode ser encontrada no Brasil, Venezuela, Trinidad,
Colémbia, Bolivia, Peru e Suriname. Enquanto no Brasil, pode ser visto nos
estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondbnia, Mato Grosso e em
destaque na regido de S&o Paulo. Entre os municipios de Sdo Paulo, da regido
de Votuporanga no periodo de 2012 e em 2017 foram relatados sintomas nas
cidades de Palestina, Olimpia, Barretos, Coldmbia, Colina, Guaraci, Guaira, Sao
José do Rio Preto, Paulo de Faria, Tanabi, Bebedouro, Balsamo, José Bonifacio,
Ipigud, Mirassolandia e Mendoncga (Gongalves, Goes. 2017). Tornando assim,
os sintomas do fungo observados no campo mais frequentes (Gasparotto et al.,
2012).

3.3 Agente Causal

A infeccdo da crosta negra, pode ser causada por dois fungos, de forma
isolada ou em conjunto, sendo Phyllachora huberi que pertence a familia
Phyllachoraceae e Rosenscheldiella heveae pertencente a familia
Mycosphaerellaceae (Junqueira, Bezerra, 1999; Goncalves, Goes, 2017).

A Phyllachoraceae é composta por fungos biotroficos que é formado por
59 géneros com cerca de 1500 epitetos de espécies (Maharachchikumbura et
al. 2015, Index Fungorum 2017). Podendo ser identificada de acordo com a
morfologia, mas devido ao tempo, as informac¢des genéticas foram se perdendo
indicando instabilidade taxondmica presente na familia, apresentando parte do
grupo das espécies polifiléticas (Dayarathne et al. 2017; Santos et al., 2016).

Rosenscheldiella  haveae dentre a espécies da familia
Mycosphaerellaceae, sdo capazes de colonizar diferentes nichos, devido a
variacdo de vida, podendo ser patdogenos endofitos, saprobios e epifitas que
facilita a entrada no hospedeiro, além de conseguir produzir algumas toxinas que
anula a resposta de defesa, facilitando assim o seu desenvolvimento (Bradshaw,
2004; Bradshaw, Zhang , 2006; Chen et al. 2007; De Wit 2016)

Porém, segundo Gomes (2023) baseada em conhecimentos morfolégicos
revisando as espécies definidas para crosta negra associando ao levantamento
feito no Estado de Sao Paulo, observou-se que a R. haveae onde associada a

seringueira, apresenta como forma assexuada Cladosporium spp.
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3.4 Sintomas

A infeccdo da crosta negra ocorre normalmente em foliolos jovens, mas
de forma lenta podendo ser vista em folhas com mais de um més de idade
(Gasparotto et al., 2012).

Os sintomas surgem na parte abaxial ou inferior dos foliolos como placas
circulares negras e quando ocorre 0 ressecamento torna-se quebradica perto
das nervuras, entretanto na parte adaxial ou superior do limbo apresenta
pequenas areas lesionadas de cor amarelada que corresponde as incrustacoes
estrométicas negras (Gasparoto et al., 2012).

Assim, quando ocorre a desfolha, o fungo pode sobreviver na folhagem
no chdo como estroma, que € uma massa de hifas de aparéncia firme, tendo ou
ndo a presenca de tecido hospedeiro que dara origem aos ascosporos, tornando
essencial para a inoculacao (Massola Janior, 2019; Gasparoto et al., 2012).

Portanto ao se constatar a presenca de crosta negra nos seringais, deve-
se ter atencdo devido ao patdgeno C. gloeosporioides, pois o fungo invade as
rupturas da epiderme causando formacéo de lesGes especificas da antracnose
em volta das estruturas do fungo, acarretando desta forma um agravamento da

condicdo fitossanitaria da cultura (Gasparoto et al., 2012).

3.5 Trichoderma

Trichoderma é um fungo anamorfo que pode ser classificado como um
decompositor de madeira, produzindo esporos verdes que possuem uma alta
capacidade de colonizar a rizosfera das plantas e gerar estruturas de resisténcia
como clamiddésporos e microesclerédios que auxilia em sua sobrevivéncia em
diferentes ambientes (Meyer, et al., 2019).

Esses fungos possuem a capacidade de interacdo com as plantas,
promovendo um crescimento da parte aérea, produzindo auxinas, metabdlitos
que facilitam o desenvolvimento das raizes e pelos absorventes ampliando a
superficie de absorcao e incentiva a solubilizacdo de nutrientes (Yedidia et al.,
2001; Samolski et al., 2012). Exibe assim, inameras qualidades, principalmente
a sua acdo por distintos mecanismos contra fitopatégenos, como antibiose,
microparasitismo, producdo de enzimas degradadoras de parede celular,

competicdo por nutrientes e indutores de resisténcia (Silva, et al., 2011).
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Uma das caracteristicas, desse fungo seria a inducdo de resisténcia,
normalmente a planta apresenta uma resisténcia natural, independendo do
patdgeno se atingiu o sitio de infec¢cédo, com isso, o Trichoderma induz de forma
sisttmica a defesa da planta ao ataque de patdgenos, visto que, outros
mecanismos de defesa podem continuar inativos ou latentes sendo acionado ou
ativado apos o agente de inducéo (Barros et al., 2010).

A inducao é uma atividade desencadeada através de um sinal externo que
é conectado a receptores na célula vegetal, estimulando a expressao de genes
especificos a defesa da planta determinando a interagdo planta-patégeno
(Carvalho, 2022). Os pontos de inducdo, consistem no reconhecimento do
patdgeno ou moléculas eliciadoras que se divide em resisténcia induzida (ISR)
ou resisténcia sistémica adquirida (SAR), na qual contribui para 0 manejo de
doencas (Carvalho, 2022).

As moléculas eliciadoras apresentam dois fatores de origens sendo o
primeiro bidtico que induz a resisténcia através decompostos quimicos liberados
por microorganismo nao patogénicos no caso o Trichoderma e em segundo o
abiotico que é por meio de agentes ndo biolégicos como o acido salicilico
utilizado contra a Phytophtora palmivora em cacaueiro (Carvalho, 2022).

Assim, estas interacdes que induzem os mecanismos de defesa, fazem
com que ocorra alteracbes metabdlicas que estdo relacionadas com mudancas
na atividade de enzimas-chaves no metabolismo priméario e secundario sendo
uma delas a peroxidase (POXs) e a fenilalanina amonia-lise (FAL) (Araujo &
Menezes, 2009).

3.5.1 Peroxidase

A peroxidase (POXs), apresenta um importante papel, devido auxiliar na
defesa da planta pelo aumentando da atividade que relaciona com a reducéo da
severidade da doenca (Kuhn, 2007).

Essa enzima catalisa na oxirreducéo entre peroxido de hidrogénio (H202)
e oxida os fendlicos de polissacarideos ferulicolados (polissacarideo ligado a
acido ferulico) e residuos de tirosina, a partir de proteinas estruturais da parede
celular, como exemplo, a glicoproteinas (Kuhn, 2007).

Apresenta diversas funcbes na defesa celular como foi mencionado,

devido a sua contribuicdo na lignificacédo, suberizacdo e metabolismo da parede
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celular, como proteinas associado a patdgenos, a qual pertence a familia PR-9
(Kuhn, 2007).

Quando a planta atravessa este periodo de estresse, como ferimentos
provocados por fatores bidticos ou abibticos e por patdgenos, o sistema de
autodefesa se ativa em respostas aos danos causados, fazendo com que a
POXs, induza desta forma o fortalecimento da parede celular e reprimindo a

invasdo do patégeno (Kuhn, 2007).

3.5.2 Fenilalanina aménia-lise

A fenilalanina aménia-liase (FAL) é uma enzima presente no metabolismo
secundario, que se relaciona com a via de fenilpropandides, envolvida na
biossintese de compostos fendlicos e das moléculas sinalizadoras, onde
modifica através da catalisacdo da L-fenilalanina em acido trans-cinamico
(Carvalho, 2022; Kuhn, 2007).

O &cido trans- cinamico desempenha diversas fungdes na planta
destacando o suporte mecéanico causado pela lignina que atua contra estresse
abidtico ou na protecdo contra estresses biodticos, por exemplo acdo de
fitopatdégenos (Kuhn, 2007). Em resposta ao surgimento de um patégeno, a FAL
eleva sua atividade devido ao estresse causado, aumentando assim, a sintese
de fitoalexinas ou compostos reativos (Kuhn, 2007).

Segundo Pascholati (2011), as fitoalexinas estdo associadas a
modificacdo da membrana plasmatica do patégeno, resultando na perda de
eletrdlitos, morte celular, perda da integridade estrutural e funcional da
membrana. Portanto, a FAL torna-se importante na defesa da planta contra
patogenos pois ativa mecanismos de sinalizacéo atraves de cascatas de reacdes
(Carvalho, 2022).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencdo dos fungos usados no trabalho e preparacdo do inéculo
microrganismos

Com base em testes realizados no controle biolégico da antracnose
(Magalhaes et al. 2021a; Celin et al., 2021), foram escolhidos dois isolados de
Trichoderma para o trabalho, TC1 e AP1, identificados como Trichoderma viride
e Trichoderma koningiopsi, respectivamente. Estes isolados também foram
escolhidos por terem sido encontrados colonizando naturalmente folhas
infectadas com a crosta negra e antracnose.

A obtencédo dos fungos usados nos trabalhos e a preparag¢édo do indculo
foi conduzido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas - Campus de
Dracena — UNESP. (FCAT — Campus Dracena)

O patdgeno escolhido para o trabalho pertence ao género Cladosporium,
forma assexuada de Rosenscheldiella heveae, devido a facilidade de replicacédo
e obtencdo de esporos em laboratério. Os isolados destes fungos foram
identificados por Gomes (2023).

Tanto o patdgeno, quanto os isolados de Trichoderma, foram reativados,
mantidos e multiplicados em meio da cultura BDA (Batata, dextrose e Agar), sob
temperatura de 25°+1°C e fotoperiodo alternado.

Para a verificacdo completa da efetividade dos isolados de Trichoderma,
no controle da crosta negra, foram realizados testes in vitro, em mudas, em casa

de vegetacdo e em campo.

4.2 Testes com os agentes de controle biolégico “in vitro”

Os testes com os agentes de controle biologico “in vitro” foi executado no
Laboratério de Fitopatologia da FCAT — Campus Dracena.

Foram realizados trés experimentos utilizando dois isolados de
Trichoderma (TC1 e AP1) e cinco espécies diferentes de Cladosporium: C.
cladosporioides, C. pseudocladosporioides, C. anthropophilum, C. delicatulum e
C. uredinicola.

Os experimentos realizados verificaram a capacidade de controle dos
isolados com base nos testes para averiguacdo de producdo de metabdlitos

volateis e ndo volateis e de capacidade de parasitismo/antagonismo. Para isso,



24

cada isolado de Cladosporium foi pareado com um isolado de Trichioderma.
Foram realizadas 10 repeticbes para cada pareamento, sendo cada repeticao
uma placa. O experimento foi repetido duas vezes.

A producdo de metabdlitos ndo volateis pelos isolados estudados foi
realizado pela técnica de bicamada. Neste procedimento foi realizada a antibiose
por difusdo em dupla camada, conforme metodologia descrita por Romeiro
(2007). A avaliacao foi feita a partir da observacao da presenca ou auséncia de
um halo de inibicdo do patdgeno ao redor da coldnia de Thichoderma.

A verificacdo da producéo de volateis foi realizada pela técnica de placas
sobrepostas. Segundo a metodologia descrita por Solino et al. (2017) com
modificacdes, onde foram utilizadas as bases de placas de Petri contendo meio
BDA posicionadas umas sobre as outras. As avaliacdes foram realizadas através
da medicéo diaria do raio das coldnias, sendo finalizadas quando a colénia
controle (que nao tinha contato com o Trichoderma) atingiu a borda da placa. Os
dados obtidos foram avaliados estatisticamente pelo software Sisvar (Ferreira,
2011),

A capacidade de parasitismo ou antagonismo dos isolados de
Trichoderma foi realizada através da técnica de pareamento entre fungos. Neste
caso, sao feitos teste de confronto direto por meio de pareamento de culturas,
seguindo uma adaptacdo da metodologia descrita por Solino et al. (2017) onde
foram utilizadas placas de Petri contendo meio BDA com um disco de 5 mm de
diametro do patégeno depositado a 2 cm da borda da placa e no lado oposto da
placa foi depositado um disco de 5 mm de didametro de Trichoderma. Apds a
deposicdo dos discos, as placas foram incubadas a 25°C+2°C e analisadas
diariamente para verificar a presenca de halos que inibem o crescimento de
isolados de Cladosporium (antagonismo) ou a presenca de parasitismo por

Trichoderma.

4.3 Teste com 0s agentes de controle biolégico em mudas de seringueira
Para este experimento, foi realizado em casa de vegetacdo da FCAT —
Campus Dracena, utilizando mudas com cerca de seis meses de idade do clone
de seringueira RRIM 600 devido ser suscetivel e o mais plantado. Neste teste foi
usado somente um isolado de C. Cladosporioides, que se mostrou patogénico

nos testes realizados em casa de vegetacao por Gomes (2023).
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Foi realizada a verificacao tanto do efeito curativo quanto do efeito protetor
dos isolados TC1 e AP1 de Trichoderma. Nos experimentos para verificacao da
acado curativa dos agentes de controle biologicos testados, o patdégeno foi
inoculado cinco dias antes dos indutores de resisténcia. J& para a verificacdo da
acao preventiva, os isolados de Trichoderma foram aplicados cinco dias antes
da inoculacdo do patogeno.

As aplicacbes dos fungos trabalhados (tanto para controle biolégico
quanto do patégeno) foram via pulverizacao de toda a planta (aproximadamente
100mL de suspencao/planta), até o ponto de escorrimento. As suspencdes de
fungos aplicadas nas plantas foram obtidas de col6nias cultivadas em meio BDA,
gue foram lavadas com agua destilada, filtradas em gaze estéril, quantificada em
camara de Neubauer e ajustada para 108 esporos. mL™.

O experimento foi avaliado semanalmente, durante 120 dias, contando a
partir da inoculacdo do patégeno. Foram avaliadas a incidéncia de sintomas
(queima apical e presenca de crostas nas hastes) e a severidade da doenca,
sendo esta Ultima realizada através da porcentagem de area com sintomas nas
folhas tratadas. Neste caso, 10 folhas por muda foram marcadas e fotografadas
em cada avaliacdo para analise no aplicativo Leaf Doctor (Pethybridge, Nelson,
2015).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
com 6 repeticdes por tratamento nos testes para efeito curativo e nos testes para
efeito protetor. O experimento foi realizado duas vezes. Os resultados obtidos da
severidade foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas
por meio do teste de Scott-knott ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se
o programa Sisvar (Ferreira, 2011), ja os resultados de incidéncia de sintomas,
foram expressos na forma de porcentagem de plantas que demostraram

sintomas queima apical e presenca de crostas nas hastes.

4.3.1 Quantificagdo das enzimas peroxidase e fenilalanina aménia-liase
Foram analisadas no Laboratério de Fitopatologia da FCAT — Campus
Dracena e com isso, cinco amostras de folhas localizadas na parte de cima das
plantas foram coletadas 4, 8, 12, 16 e 24 horas, ap0s a aplicacdo dos isolados
de Trichoderma. Estas folhas foram processadas em tampao fosfato como

descrito por Pierozzi (2013) para obtencéo de extrato proteico que foi utilizado



26

nas analises em relacdo a atividade da peroxidase (expresso como unidades de
absorcdo/min/mg/proteina) segundo metodologia descrita por Boava e
colaboradores (2010) e atividade da fenilalanina amoénia-liase (expresso como
ng/mL &cido trans-cinamico/g proteina/h) segundo Pierozzi (2013). Todos 0s
ensaios enzimaticos foram conduzidos em triplicado para cada tratamento. Os
valores obtidos foram submetidos a analise de variancia e as meédias
comparadas segundo o teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade,

utilizando o software Sisvar (Ferreira, 2011).

4.4 Teste com 0s agentes de controle biolégico em campo

Para este experimento foi utilizada uma area com arvores com cerca de
seis ano de idade. A &rea de implantacdo do experimento esta localizada em
Aracatuba, no Estado de Sao Paulo, e era composta somente pelo clone RRIM
600. A escolha deste local foi devido a alta severidade e frequéncia de ocorréncia
de crosta negra. As arvores estavam dispostas em espacamento de 7,0 m entre
linhas e 3,0 m entre plantas.

Para a instalacéo do experimento foi adotado o esquema de delineamento
em blocos ao acaso, com cinco repeticdes por bloco. Foram realizados cinco
tratamentos: 1. Testemunha - sem aplica¢édo de produto; 2. Aplicacao do isolado
de TC1l de Trichoderma; 3. Aplicacdo do isolado AP1 de Trichoderma; 4.
Aplicacdo de Trichoderma harzianum comercial; 5. Aplicacdo de produtos
quimicos (fungicida a base de fluxapiroxade + piraclostrobina usado na parte
aérea e ureia a 5% nas folhas sobre solo).

As aplicacdes dos tratamentos foram realizadas da seguinte maneira:
pulverizagdo aéreas nos meses de fevereiro/2022, abril/2022 e outubro/2022 de
Trichoderma e Fungicida, de modo a proteger a folhas novas, e uma
pulverizacdo nas folhas sobre o solo de Trichoderma e ureia, no més de
julho/2022, para evitar eliminar o inoculo relacionado as folhas caidas no chao
pela senescéncia natural da planta, em torno da das plantas tratadas.

A multiplicacéo dos isolados TC1 e AP1 foi realizada em gréos de arroz
colonizados pelos fungos que foram processados conforme a metodologia de
fermentacdo em estado sélido descrita por Mascarin et al. (2019). Para aplicacdo
deles no campo, o arroz foi lavado e assim foi obtida uma solucdo (108

esporos.ml-1 de calda) que foi aplicada no experimento. A solucdo de
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Trichoderma comercial (108 esporos.mL! de calda) e agentes de controle
quimicos, foi preparada conforme as recomendac¢des do fabricante. Foi aplicado
um volume de cerca de 80L de calda em cada tratamento, com o auxilio de um
pulverizador tipo atomizador quando o os tratamentos eram dirigidos a folha e
um pulverizador costal quando os tratamentos foram aplicados no solo

A avaliacdo do experimento foi baseada na severidade da crosta negra,
conforme metodologia descrita por Antonio et al. (2021). A avaliacao foi realizada
no mesmo dia da pulverizagdo. Para isso foram coletados 15 foliolos ao acaso
no terco médio de cada bloco (trés por planta) com o auxilio de um podéao antes
da aplicacdo dos tratamentos. Os foliolos coletados foram levados ao
laboratorio, escaneados e a porcentagem de area com sintomas da doenca foi
aferida com o programa Leaf Doctor (Pethybridge, Nelson, 2015). A andlise de
variancia e a andlise de regresséo foi realizada pelo software R-project (R Core
Team, 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Testes com os agentes de controle biolégico “in vitro”

A producgéo de metabdlitos ndo volateis ndo foi observada, pela técnica
utilizada, em nenhum dos isolados de Trichoderma testados, pois todos os
isolados de Cladosporium cresceram uniformemente sobre a colbnia de
Trichoderma (Figura 1). No teste de producdo de volateis, os dois isolados
testados mostraram-se promissores, pois quando comparados com os controles,
inibiram efetivamente o crescimento micelial das diferentes espécies de
Cladosporium utilizadas (Figuras 2, 3 e 4). Essa capacidade de producdo de
compostos volateis pelo fungo Trichoderma spp. que inibem o desenvolvimento
dos fitopatégenos vem sendo estudadas e elucidadas por varios trabalhos
(Monte, Bettiol, Hermosa, 2019).

Os compostos volateis estdo dentro do grupo de metabdlitos secundarios
produzidos pelo Trichoderma. S&o regidos por grandes grupos de genes
biossintéticos, sendo esses relacionados a producdo de enzimas essenciais,
como peptideos sintetases nao ribossomais (NRPSs), policetideos sintases
(PKSs) ou terpeno sintases/ciclases, enzimas acessoérias (como citocromo
P450s, oxidoredutases, metiltransferases, etc.) associadas a compostos
mencionados como inibidores de crescimento micelial de fungos fitopatogénicos.
A atividade antifungica in vitro de muitos dos metabdlitos secundarios produzidos
por Trichoderma € conhecida contra varios patégenos importantes, como
Botrytis, Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotinia, Stachybotrys, Colletrotrichum,
Penicillium, Aspergillus e Phytophthora e Pythium (Hermosa et al., 2014). Silva
e colaboradores (2019) em ensaios realizados em laboratério por meio de testes
de placa invertida, assim como realizado no presente trabalho, verificaram que
alguns isolados de Trichoderma inibiram até 35% o crescimento micelial de
Sclerotinia sclerotiorum.

Em alguns casos, os compostos volateis também estéo relacionados a
genes ligados a fatores de crescimento de plantas (Zeilinger et al., 2016). Como
exemplo deste ultimo caso, pode-se citar o trabalho desenvolvido por Jalali,
Zafari e Salari (2017), o qual mostrou que plantas de Arabidopsis thaliana
expostas por duas semanas a compostos volateis de isolados de Trichoderma

koningii, apresentaram menor acumulo de H202, o que levou,



29

consequentemente, a protecédo da planta contra danos oxidativos sob estresse
salino em comparacdo com as plantas que ndo foram expostas a esses
compostos. Aléem disso, os autores citam que houve aumento do vigor das
plantas tratadas com os volateis de Trichoderma.

Verificou-se também a acdo antagbnica e parasitaria dos isolados AP1 e
TC1 testados sobre todos os isolados de Cladosporium usados no experimento.
Neste caso, observou-se que ha inibicdo do crescimento do patdégeno na placa,
seguida de seu parasitismo pelos agentes biologicos testados (Figuras 5 e 6).
Estes mecanismos de controle de fitopatégenos por Trichoderma sédo os mais
conhecidos. A acdo antagbnica observada em placa pode ser decorrente
competicdo por nutrientes. Neste ponto, vale ressaltar que fungos do género
Trichoderma possuem a caracteristica sendo encontrados em quase todos 0s
solos, no filoplano e em habitats naturais que contém grandes quantidades de
matéria organica, onde se comporta como excelente decompositor de material
vegetal e fungico, o que leva a crer que ele € um bom competidor por espaco e
pelos recursos nutricionais. Isso pode ser decorrente da versatilidade metabdlica
que Ihes permitem crescer utilizando uma ampla gama de fontes de carbono e
de nitrogénio (Longa, Pertot, Tosi, 2008; Monte, Bettiol, Hermosa, 2019). Porém
estas caracteristicas ndo séo suficientes para que o Trichoderma exerca sua
acdo antaglnica, sendo necessario outros mecanismos, como a producado de
metabdlitos secundarios e o parasitismo, que preparam as condi¢cdes para que
seja mais eficaz (Sivan; Chet, 1989; Monte, Bettiol, Hermosa, 2019).

Assim como a producdo de metabdlitos secundarios, a capacidade de
parasitismo também foi observada nos isolados AP1 e TC1 no presente trabalho,
como citado anteriormente. Estas caracteristicas sdo uma das mais relevantes
do género Trichoderma, principalmente pelo fato deste fungo ter capacidade de
se alimentar de fungos ou oomicetos vivos ou mortos, sendo assim este género
conhecido como micoparasitas. O micoparasitismo é decorrente da producéo de
enzimas que degradam a parede celular, como quitinases e glucanases, de
fungos fitopatogénicos (Kubicek et al.,, 2011) e da atividade de algumas
proteases (Flores et al., 1997). Esses resultados, assim como os obtidos no atual
estudo, podem possibilitar o desenvolvimento de estratégias de uso de tais

compostos no controle de doencas de plantas, incluindo a seringueira.
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Os resultados obtidos nos testes in vitro com os isolados de Trichoderma
AP1 e TC1 no controle do agente causal da crosta negra, apontam que estes
possuem caracteristicas importantes, como a producéo de volateis, antagonismo
e parasitismo. Estes resultados, somados aos resultados obtidos por Magalhaes
et al. (2021a) e Celin et al. (2021), que demostraram a eficiéncia da aplicacdo
destes mesmo isolados no controle de Colletotrichum de seringueira, in vitro e in
vivo, possibilitam estudos mais avancados que envolvam o desenvolvimento de
estratégias de uso de tais isolados no controle de diferentes doencas de

seringueira.

Figura 1: Crescimento de colbnias nos testes de metabdlitos ndo volateis do
Trichoderma AP1 sobre C. cladosporioides (A), C. pseudocladosporioides (B) e

C. anthropophilum (C)

be bc be D,38
0,31
b b b
, a a
: a a a a a
0 0 0 0 I
0 |

Tratamentos

B C. delicatulum x AP1

m somente C. delicatulum

o
S

m C. cladosporioides x AP1

=
w
w

somente C. cladosporioides

o
(oY)

u C. anthropophilum x AP1

o
[
wv

m somente C. anthropophilum
m C. cladosporioides x AP1

m somente C. cladosporioides

o
iy
(0]

B C. cladosporioides x AP1

Crescimento micelial (cm/dia)
(=]
L%

(=]
[

m somente C. cladosporioides

m C. pseudocladosporioides x AP1

o
=}
(ol

m somente C. pseudocladosporioides

m C. uredinicola x AP1

m somente C. uredinicola

Figura 2: Crescimento micelial (cm/dia) de isolados de Cladosporium no teste
de producdo de metabdlitos volateis com isolado de Trichoderma AP1l. *As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade (p-valor < 0,05/CV=39,37).
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Figura 3: Crescimento micelial (cm/dia) de isolados de Cladosporium no teste
de producdo de metabdlitos volateis com isolado de Trichoderma TC1. *As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade (p-valor < 0,05/CV=32,20).

Figura 4. Isolado de C. pseudocladosporioides no teste de producdo de
metabdlitos volateis com isolado de Trichoderma AP1 com 30 dias de incubacéo.
A. testemunha (sem Trichoderma). B. C. pseudocladosporioides x Trichoderma
isolado AP1.
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Figura 5: Avaliagcdo da capacidade de parasitismo e antagonismo do isolado
TC1 de Trichoderma. A. C. cladosporioides; B. C. pseudocladosporioides; C. C.

anthropophilum; D. C. delicatulum; E. C. uredinicola.

Figura 6: Avaliacdo da capacidade de parasitismo e antagonismo do isolado
AP1 de Trichoderma. A. C. cladosporioides; B. C. pseudocladosporioides; C. C.
anthropophilum; D. C. delicatulum; E. C. uredinicola.

5.2 Teste com os agentes de controle biolégico em mudas de seringueira
Em relacdo ao controle da crosta negra em mudas de seringueira, foi

possivel observar que a utilizacdo dos isolados AP1 e TC1 foi eficiente (Tabela

1), principalmente no tratamento preventivo, ja que neste foi observado uma

gueda da incidéncia da doenca, em relacdo ao curativo, mas isso nao descarta
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0 uso destes isolados de forma curativa, quando ja ocorreu a infecgéo pelo fungo.
De acordo com os dados de severidade, que apontam uma queda da doenca.
Deste modo, foi possivel verificar a acdo direta do fungo sobre o patégeno,
corroborando com os dados obtidos nos testes in vitro.

Baseado nas andlises das enzimas ligadas a resisténcia da planta parece
gue a resposta dela a aplicacéo dos isolados de Trichoderma testados foi mais
expressiva pela peroxidase (Tabela 2) nas primeiras horas no tratamento
curativo com ambos os isolados ou com eles em aplicados em conjunto. Porém,
observou-se que a resposta teve duracdo mais longa quando foi aplicado o
isolado TC1 de modo preventivo. Este isolado provocou a mesma resposta, em
relacdo ao tempo de duracdo do pico da enzima fenilalanina (Tabela 3), também
no tratamento preventivo. Se correlacionarmos estas repostas das enzimas com
a severidade da doenca e incidéncia, percebemos que o isolado TC1 ou a
associacdo desse com o AP1, foram os tratamentos que mostraram menores
porcentagens, quando comparado ao tratamento controle onde s6 se aplicou o
patdégeno.

Sabendo que os sintomas analisados na incidéncia da doenca sao os que
aparecem mais rapidos (Gomes, 2023), em torno de 15 dias, é provavel que esta
resposta rapida das enzimas nos tratamentos que envolvem o isolado TC1,
expliqgue o porqué de esses mostrarem baixo ou nenhum sintoma de queima
apical e de crosta nas hastes, ja que estas enzimas podem dificultar o
estabelecimento da doenca (Paschollati et al., 2008).

O aumento da atividade da peroxidase, nestes mesmos tratamentos, no
decorrer dos tempos avaliados, também pode explicar o ndo aparecimento da
doenca, mesmo 60 dias ap0s a inoculacao do fungo, pois esta enzima faz parte
um sistema de catalisacédo, que envolve a oxidagcao e a eventual polimerizacéo
de grupos alcoois hidroxicindmicos em presenca de peroxido de hidrogénio,
formando a lignina. Aléem disso, ela ainda ajuda na formac&o de compostos
fendlicos, os quais acumulam em reposta a infeccdo, impedindo o
estabelecimento da infeccao na planta (Paschollati et al., 2008; Lorenzettl et al.,
2018).

A atividade da enzima peroxidase ja foi relatada como sendo mais
expressiva que a fenilalanina em estudos relacionados com a interacdo de

Colletotrichum em seringueira e em estudos que compraram clones resistentes
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com suscetiveis, sendo que ela foi mais expressiva nos clones resistentes
(Magalhaes et al., 2021b). No patossitema seringueira - Phytophthora palmivora,
também é possivel verificar o acumulo de alguns compostos ligados a
peroxidase, como a escopoletina e compostos fendlicos (Chinnapun, 2009). Com
isso, parece que esta enzima é de grande valor para a seringueira se defender,
e o estimulo ao aumento de sua atividade pode colaborar na diminuicdo da
doenca.

Os resultados obtidos nos testes com mudas de seringueira com a
aplicacdo dos isolados AP1 e TC1 s&o importantes, ndo somete pelo fato de n&do
haver produtos quimicos registrado para o controle da crosta negra (MAPA,
2023), mas pelo fato destes isolados terem se mostrados eficientes no controle
de antracnose em mudas de seringueira. Além de reduzirem a severidade da
antracnose, bem como da mortalidade dos enxertos infectados com
Colletotrichum, agente causal desta doenca, os isolados AP1 e TC1 melhoram
algumas caracteristicas desejaveis na muda, como sua altura, diametro do
caule, eficiéncia relativa do acumulo de fitomassa seca e a area foliar especifica
das plantas. Com isso, os resultados demonstram que os isolados testados
possuem potencial na area biolégica de controle de patégenos importes da

seringueira e pode ser alvo de maiores estudos.
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Tabela 1: Severidade (porcentagem de area foliar lesionada) e incidéncia
(porcentagem de plantas com sintomas queima apical e presenca de crostas nas
hastes) da doenca em mudas de seringueira tratadas com os isolados de
Trichoderma AP1 e TC1.

) Incidéncia
Severidade da
Tratamentos* da doenca
doenca (%)
(%)
Somente Agua 0,0A 0,0
Somente o patdgeno (C. cladosporioides) 6,78B 50
Curativo Trichoderma - isolado AP1 0,0A 33,3
Trichoderma - isolado TC1 0,0A 16,6
Trichoderma - isolados AP1+TC1 1,04A 0,0
Somente Agua 0,0A 0,0
Somente o patdgeno (C. cladosporioides) 7,96B 83,6
Preventivo Trichoderma - isolado AP1 0,0A 16,6
Trichoderma - isolado TC1 0,0A 0
Trichoderma - isolados AP1+TC1 0,0A 0

Cv 35,01 -

**CV, coeficiente de variacdo dos dados transformados em raiz quadrada -
SQRT, (Y). As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas

nao sao significativamente diferentes (teste de Scott-Knott; p < 0,05).
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Tabela 2: Atividade da enzima peroxidase em seringueira apos o tratamento

curativo e preventivo com os isolados de Trichoderma AP1 e TC1.

Atividade da peroxidase (mmol.min-'.mg"

Tratamentos*

4 horas

Somente AguaN® 0,036B
Somente o patégeno
(C. cladosporioides)  0,020B

o NS
>
= Trichoderma -
g isolado AP1 0,090Cb
= Trichoderma -
isolado TC1 0,053Bb
Trichoderma -
isolados AP1+TCq  0-028Ba
Somente AguaNs 0.035B
Somente o patégeno
(C. cladosporioides)  0,035B
9 NS
.E Trichoderma -
% isolado AP1NS 0,006A
Y Trichoderma -
o
isolado TC1 0,026Ba
Trichoderma -
isolados AP1+TC1  0-020Ba
CVv

8 horas

0,034A

0,025A

0,027Aa
0,044Bb

0,097Cb
0,036B

0,020A

0,015A
0,042Bb

0,047Bb

proteina)

12
horas
0,026A

0,034A

0,013Aa
0,010Aa

0,063Bb
0,027A

0,025A

0,021A
0,094Cc

0,046Bb
65,23

16
horas
0,023A

0,025A

0,013Aa
0,008Aa

0,008Aa
0,012A

0,036B

0,017A
0,032Bb

0,040Bb

24
horas
0,023A

0,020A

0,016Aa
0,010Aa

0,002Aa
0,021A

0,018A

0,033B
0,017Aa

0,012A

*CV, coeficiente de variacao dos dados transformados em raiz quadrada - SQRT,

(Y). As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas e as

mesmas letras minusculas nas linhas nao sao significativamente diferentes. NS:

nao ha diferenca significativa entre os tratamentos (teste de Scott-Knott; p <

0,05).
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Tabela 3: Atividade da enzima fenilalanina em seringueira apos o tratamento

curativo e preventivo com os isolados de Trichoderma AP1 e TC1.

Atividade da fenilalanina (ng/mL acido trans-

A . . -1 -1
Tratamentos* cinamico.g proteina™.h™)

4 8 12 16 24
horas horasNS  horas horas horasNS
Somente AguaNs 1,90A 2,83 2,68A  2,60A 2,52

Somente o patégeno
(C. cladosporioides)  2,40A 2,75 2,62A 2,64A 2,62

o NS

2 ; i

g i:gghdoodig?lf‘s 3,03B 2,98 2,91A 2,80A 2,47

=

(& i _
isngZa%dims 246A 309  275A  275A 263
isolezlggiflji’ir?l?&m 2,38A 2,77 2,97A 2,55A 2,51
Somente AguaNs 1,92A 2,88 2,70A  2,60A 2,60
Somente o patégeno
(C. cladosporioides)  2,44A 2,75 2,73A 2,60A 2,63

Q NS

2

c Trichoderma -

: iST<>,IahdodAF>1NS 247A 281 271A 223A 226

- iggla%oe'lr'rg?- 3,00Ba 287a  3,62Bb 3,07/Ba  2,66a
isolazlc():goAclji’e‘er'I?C:-1NS 2,958 2,58 2,60A 2,61A 2,21

CVv 72,23
*CV, coeficiente de variacao dos dados transformados em raiz quadrada - SQRT,

(Y). As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas e as
mesmas letras minusculas nas linhas nao sao significativamente diferentes. NS:
nao ha diferenca significativa entre os tratamentos (teste de Scott-Knott; p <
0,05).

5.3 Teste com 0s agentes de controle biolégico em campo

Pelo boxplot (Figura 7) gerado nas analises estatisticas vé-se que a
dispersédo dos dados para os tratamentos de 2 a 5 sdo semelhantes. Segunda a
andlise de variancia (Tabela 4), ndo houve interagdo significativa entre os
tratamentos e as avaliagOes, deste modo os fatores envolvidos no experimento

foram avaliados isoladamente. Percebe-se que o fator tratamento ndo foi
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significativo ao nivel de 5% de probabilidade, diferente do fator avaliacdo, que
foi significativo. Neste caso, por se tratar de um fator quantitativo, a analise

realizada foi a regressao linear (Figura 8).

= o
(] -—
=4 ° °
o w =
o —
o i
g @ +
o b - : ;
i [ i
E <+ i ! ; ' :
]
5 o H
>
O}
(0))] o 4 /)= J—— p
| I I I |
t1 t2 3 t4 t5

Tratamentos
Figura 7. Severidade da doenca (porcentagem de area foliar lesionada) de
folhas coletadas antes da aplicagdo dos tratamentos. T1. Testemunha - sem
aplicacao de produto; T2. Isolado de TC1 de Trichoderma; T3. Isolado AP1 de

Trichoderma; T4. T. harzianum comercial; T5. Controle quimico.

Tabela 4. Andlise de variancia do experimento realizado no campo com 0s

isolados de Trichoderma e com produtos quimicos.

Fontes de variacao GL SQ QM Fe Pr (>Fc¢)
Tratamentos 4 12,01 3,002 2,720 0,06680
Blocos 4 17,36 4341 3,933  0,02075%*

Erro a 16 17,66 1,104
Avaliacao 3 299,70 99,901 63,872 <2e-16**
Tratamentos x Avaliacio 12 14,88 1,240 0,793 0,65588

Erro b 60 93,84 1,564

Total 99 45545
CV (%) 51,33

*houve diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste F de 5% e **1%.
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y =2,2354 + 1,4559 x + 0,5105 x?

Severidade da doenca

Periodos de Avaliacao

Figura 8: Regressao linear de 2° grau baseada na severidade da doenca
(porcentagem de area foliar lesionada) de folhas coletadas antes da aplicacéo
dos tratamentos, nos meses fevereiro/2022 (1), abril/2022 (2), julho/2022 (3) e
outubro/2022 (4).

O fato de os tratamentos nao diferirem estatisticamente, traz uma série de
pontos que devem ser levantados e discutidos. Por exemplo, no dltimo més de
avaliacdo notou-se que as que todas as arvores tratadas e as em torno das que
receberam o tratamento estavam aparentemente mais saudaveis, com folhas
mais verdes, sem sintomas de crosta negra e até de antracnose, diferente das
areas mais afastadas do experimento e das bordaduras, que apresentavam
intensas desfolha e sintomas bem aparentes das duas doencas citadas. Isso
leva a hipotese que os indculos de Trichoderma aplicados se disseminaram entre
os tratamentos, levando a queda da doenca em todas as plantas tratadas. Esta
hipotese torna-se mais forte quando se verifica a pluviosidade, temperaturas
meédias e umidade relativa do ar da regido no ano de implantacéo do experimento
(Figura 9). Elas se encontravam dentro das condi¢cbes favoraveis para o
desenvolvimento dos fungos usados como controle bioldgico, que segundo a
literatura fica proximo das temperaturas de 20° a 30°C e alta umidade (Steffen

et al., 2018; Koike, Lucon, 2003) e para o desenvolvimento da crosta negra
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(Firmino, 2022), que mostrou baixa severidade na &rea do experimento (Figura
8).
I Pluviosidade média (mm) = Temperatura média (oC) Umidade relativa do ar (%)

90 0,45

80 04

mm

Meses/2022

Figura 9: Dados climaticos da Cidade de Aracatuba no ano de 2022 (IPEMET,
2023).

O numero de pulverizacdes e o intervalo entre elas também deve ser
levado em consideracéo para explicar o comportamento dos tratamentos. Alguns
trabalhos apontam estes pontos como importantes para o bom desempenho do
controle bioldgico. Costa et al. (2000), cita que quatro pulverizacdes em épocas
chuvosas (duas com intervalos de 15 dias seguida de mais duas com intervalos
de 4 dias), em vez de trés pulverizacdes, foi mais efetiva no controle da vassoura
de bruxa em cacaueiro, diminuindo mais de 64% o numero de basidiomas.
Oliveira (2012), também relata a diferengca na eficiéncia dos intervalos de
aplicacdo no caso do patossitema Fusarium-Pimenta do reino. Neste caso
constatou-se que a aplicagdo do Trichoderma em intervalo de 60 dias, n&o
apresentou controle significativo. Por outro lado, a aplicagéo o a intervalos de 90
e 120 apresentou controle significativo da doenca, independente da dose do
produto aplicado por planta. Com isso, fica claro a necessidade de maiores
estudos em relacdo a época de aplicacao e intervalo de aplicacdo em seringueira
e ainda se ha necessidade de integracdo com outros métodos de controle, assim
como é realizado em cacaueiro. Por exemplo, com base em um ensaio de campo

conduzido por 3 anos na cultura do cacaueiro, foi proposto um programa de
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aplicacao de Trichoderma para controle da vassoura-de-bruxa no campo, o qual
alterna-se a aplicacdo de produtos cupricos (para proteger os tecidos sadios)
com T. stromaticum (para reduzir o inoculo inicial). Isso reduziu a formacéo de
ramos com sintomas e produziram um maior ndmero de frutos por &rvore
(Medeiros et al., 2010). Para finalizar, outro ponto que pode se levar a
discuss&o seria 0 nimero de folhas coletadas por planta no presente trabalho. E
possivel que amostragem realizadas nao tenha sido representativa, o que leva
a necessidade da implementacgéo deste experimento novamente, em mais de um
local, com maior nimero de repeticdes, com diferentes modos de avaliacéo,
incluindo as avaliagdes com o auxilio de imagens captadas por VANts e coletar

maior nimero de foliolos em cada tratamento.
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6 CONCLUSAO

Os isolados TCl e APl de Trichoderma encontrados possuem
metabalitos volateis que inibem o crescimento do patdgeno causador da crosta
negra em seringueira, além de possuirem capacidade antagonica e parasitaria.
Estas caracteristicas foram verificadas nos testes em mudas de seringueira
infectadas, pois eles foram capazes de controlar a doenca e aumentar a
atividade da enzima peroxidase, relacionada a defesa da planta. Ja, nos testes
em campo ndo constatado a diferenga significativa entre os tratamentos,
incluindo os que foram usados os isolados TC1 e AP1, deste modo ha a

necessidade de desenvolvimento de maiores estudos em campo.
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