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RESUMO

MASCARENHAS, M. S. Trichoderma sp. e subprodutos agricolas no controle do
mal do Panamd. Cruz das Almas, 2016. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia
Agricola). Universidade Federal do Recdncavo da Bahia.

A banana (Musa spp.) € uma das frutas mais consumidas no Brasil e no mundo. A
bananicultura esta estabelecida em todas as regiées do pais. Dentre as doencas
que ocorrem nesta cultura destaca-se o mal do Panamd, causado pelo fungo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) que é altamente destrutivo e limita a
producdo mundial de banana. O patégeno pode sobreviver no solo por algumas
décadas através de estruturas de resisténcia, os clamidosporos, que tornam mais
dificil o seu controle. E necessario o desenvolvimento de métodos alternativos para
o manejo da fusariose na bananeira, uma vez que nao existe controle quimico para
esta doenca e o controle genético exige um periodo de tempo relativamente longo
para o desenvolvimento e implementacdo de variedades resistentes, além de poder
apresentar diferentes niveis de resisténcia ao patdégeno. O controle biolégico de
patdgenos habitantes de solo com microrganismos antagonistas, associado a
utilizacao de subprodutos agricolas como fontes de matéria orgéanica, pode viabilizar
o plantio de bananeira, em especial das cultivares suscetiveis, como Maca e
variedades do subgrupo Prata, as quais tem elevada demanda no mercado. As
atividades de micoparasitismo, sintese de compostos antimicrobianos, colonizacao
endofitica e crescimento saprofitico no solo de fungos do género Trichoderma sao
caracteristicas que os tornam potenciais agentes de controle de doencas veiculadas
pelo solo, como o mal do Panama. A incorporacédo de subprodutos agricolas como
fonte de matéria organica ao solo promove a fertilidade e supressividade do solo
decorrente de modificagbes na populacdo microbiana da rizosfera. O presente
trabalho teve como objetivo selecionar antagonistas do género Trichoderma de
areas de producéo de banana e integrar a inoculacdo destes com a incorporacéo ao

solo de subprodutos agricolas para o controle de Foc.

Palavras-chave: Fusarium oxysporum f. sp. cubense, controle biolégico de

fitopatdgenos, banana.



ABSTRACT

MASCARENHAS, M. S. Trichoderma sp. and agricultural by-products for control of
Panama disease. Cruz das Almas, 2016. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia

Agricola). Universidade Federal do Recéncavo da Bahia.

Banana (Musa spp.) Is one of the most consumed fruits in Brazil and worldwide.
Banana orchards are established in all regions of Brazil. Among the diseases that
occur in this crop, Panama disease caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (Foc) has been pointed out as a highly destructive disease that limits
banana’s worldwide production. The pathogen can survive in the soil for a few
decades with resistant structures, the chlamydospores, which makes its control more
difficult. It is necessary to develop alternative methods for the management of
banana fusarium wilt, since there is no chemical control for this disease and genetic
control requires a relatively long period of time for the development and
implementation of the resistant varieties, besides being able to present different
levels of resistance to the pathogen. Biological control of soil-borne pathogens with
antagonistic microorganisms, associated with the use of agricultural byproducts as
sources of organic matter, can make banana planting possible, especially of
susceptible cultivars such as Maca and varieties of the Prata subgroup, with have a
high market demand. Activities of mycoparasitism, synthesis of antimicrobial
compounds, endophytic colonization, and saprophytic growth in soil of fungi from the
genus Trichoderma are characteristic that turn them into potential agents for
controlling soil-borne diseases such as Panama disease. The incorporation of
agricultural byproducts as a source of organic matter in soil promotes soil fertility and
disease suppressiveness due to changes in the rhizosphere microbial population.
The present work aimed to select antagonists of the genus Trichoderma from banana
production areas, and to integrate their inoculation with soil incorporation of

agricultural by products to control Foc.

Keywords: Fusarium oxysporum f. sp. cubense, biological control of phytopathogen,

banana.



INTRODUCAO

O Brasil possui uma producdo de banana de aproximadamente 7,2 milhdes
de toneladas, sendo esta a segunda fruta mais produzida no pais. Os principais
estados produtores de banana sdo: Sao Paulo, Bahia, Minas Gerais e Santa
Catarina (FAO, 2015). Originarias da Asia (PERRIER et al., 2011), as bananeiras
sdo tipicas de regides tropicais, sdo cultivadas em mais de 130 paises (FAO, 2011)
e tem grande importancia na alimentacdo por apresentar nutrientes essenciais
(THANGAVELU; MUSTAFFA, 2012).

Contudo, diversas doencas afetam os plantios de bananeira e causam
reducdo na produtividade. Dentre as doengas mais importantes e devastadoras esta
o mal do Panam4, causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) (E.F.
Smith) W.C. Snyder e H.N. Hansen, patdégeno habitante de solo (STOVER, 1962),
sem estagio sexual conhecido (PLOETZ, 2006). Este fungo pode sobreviver
saprofiticamente ou endofiticamente (HENNESSY et al., 2005), além de formar
clamidosporos, que sdo estruturas de resisténcia e sobrevivéncia capazes de
permanecer no solo por décadas (PLOETZ, 2006). O Foc possui mais dois tipos de
esporos, 0s microconidios e os macroconidios (PLOETZ, 2000).

O patogeno € classificado em quatro racas, as quais sado diferenciadas por
variedades indicadoras (GROENEWALD et al., 2006). A raca 1 € indicadora das
variedades Gros Michel, Prata e Maca e a raca 2 virulenta a Bluggoe (PLOETZ,
2006). A raca 3 de Foc afeta varias espécies de Heliconia e ndo € encontrada em
espécies do género Musa (WAITE, 1963). A raca 4, presente no sudeste asiatico,
ataca variedades do subgrupo Cavendish e também as variedades suscetiveis as
racas 1 e 2. A raca 4 é subdividida em raga 4 tropical, que pode atuar em condicdes
tropicais e subtropicais, e a raca 4 subtropical que pode estar presente em
condicbes de estresses abidticos nos subtropicos (PLOETZ, 2006; DITA et al.,
2010).

A infeccdo por Foc ocorre pelas raizes, onde ocorre a aderéncia e penetracédo
das hifas, seguindo para o sistema vascular da planta hospedeira, atingindo e
colonizando os feixes vasculares no rizoma da bananeira (LI et al., 2011). Os

sintomas externos caracterizam-se pelo amarelecimento progressivo das folhas mais
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velhas até as mais novas, seguido de murcha. Posteriormente ocorre a quebra do
peciolo junto ao pseudocaule, dando a planta um aspecto de guarda-chuva fechado
(PLOETZ et al., 2015). Internamente os sintomas sdo apresentados através da
descoloracdo vascular e de pontuacdes pardo-avermelhadas provocada pela
presenca do patdgeno nos vasos (DITA et al., 2010). Plantas afetadas pelo mal do
Panama geralmente produzem cachos impréprios para comercializacao (LI et al.,
2013).

Medidas de controle como o uso de variedades resistentes e uso de
microrganismos antagonistas, quando empregadas em conjunto podem apresentar
boa eficiéncia (BARBOSA; GONZAGA 2012). Contudo o controle biolégico
apresenta vantagens em relacdo aos demais, 0s microrganismos antagbnicos
possuem a capacidade de se estabelecer, colonizar e se propagar pelo ambiente
(MELLO et al. 2007). As variedades resistentes podem ser consideradas como uma
forma de controle temporario (SUTTON, 2000), ja que a estrutura genética de uma
populacao pode variar, 0 patdgeno pode se adaptar em resposta a alteracdes locais,
surgindo isolados mais agressivos (MCDONALD; LINDE, 2002). Outro fator limitante
€ a aceitacdo do mercado consumidor para essas variedades modificas
geneticamente (VILJOEN, 2002).

Para minimizar ou mesmo deter a acdo do patégeno, métodos alternativos
podem ser utilizados visando um manejo eficiente e sustentavel, com a reducéo dos
danos ao meio ambiente e aos seres humanos. Entre estes, esta a utilizacdo de
matéria organica, que incorporada ao solo pode atuar no controle de patégenos
habitantes do solo e trazer uma série de beneficios para a planta. O uso de matéria
organica pode auxiliar no aumento da fertilidade do solo, inducédo de resisténcia
sistémica das plantas, producdo de substancias antagbnicas pelo hospedeiro,
reducdo do potencial de in6culo de patdégenos, aumento da atividade microbiana,
podem desencadear também a supressividade (ELAD et al., 2010; SHAHAT et al.,
2011).

Outra alternativa para controle é a utilizacdo de microrganismos antagonistas,
espécies do género Trichoderma vém sendo bastante estudadas e utilizadas no
controle biolégico de diversos fungos fitopatogénicos (WOO et al.,, 2014) por
apresentarem diversas formas de acdo, tais como parasitismo, antibiose,
competicdo, além de atuarem na promocgéao de crescimento e inducéo de resisténcia
das plantas (HARMAN et al. 2004; LOUZADA et al., 2009). Dessa forma, a
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combinacdo entre matérias organicas e fungos do género Trichoderma mostram-se
como uma forma viavel e promissora no controle de doencas de plantas (ZANGH et
al., 2013)

Este trabalho tem o objetivo de selecionar antagonistas do género
Trichoderma provenientes de areas de producdo de banana na Bahia e integrar a
inoculacdo destes isolados com a incorporacdo ao solo de subprodutos agricolas

como fontes de matéria organica, para o controle do Mal do Panama.

12



CAPITULO 1

Trichoderma sp. e subprodutos agricolas no controle de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense
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A cultura da banana

A bananeira (Musa spp.) € uma monocotiledénea herbacea, pertencente a
classe Liliopsida, ordem Zingiberales, familia Musaceae, subfamilia Musoideae,
género Musa e séries Musa (Eumusa e Rhadochlamys) e Callimusa (Callimusa,
Australimusa e Ingentemusa), 0 género Musa contém cerca de 70 espécies
(HAKKINEN, 2013). Originou-se no Sudoeste da Asia e chegou a América por meio
das navegacdes portuguesas e espanholas no século XV onde encontrou condi¢des
favoraveis para o seu desenvolvimento, permanecendo até hoje no continente
(MORTON; MACLEOD, 1990; PERRIER et al. 2011).

Tem como principal caracteristica um caule suculento e subterraneo (rizoma)
por onde saem as raizes primarias e apresenta um pseudocaule (“falso tronco”)
composto pela sobreposicdo das bainhas das folhas e uma cora de folhas
(CROUCH, 1999). Do centro da copa sai a inflorescéncia semelhante a uma espiga
protegida por bracteas e em suas axilas nascem as flores. De cada grupo de flores
formam-se as pencas que se agrupam em cachos que possuem numero variavel de
frutos (BORGES; SOUZA, 2004). O fruto produzido por bananeiras € resultante de
cruzamentos entre duas diferentes espécies diploides, Musa acuminata Colla
(genoma A) e Musa balbisiana Colla (genoma B) (SIMMONDS; SHEPHERD, 1955),
cujas combinacgdes resultam em grupos diploides (AA e AB), triploides (AAA, AAB e
ABB) e tetraploides (AAAA, AAAB AABB e ABBB) (OLIVEIRA et al., 1999).

A banana € um alimento rico em vitaminas (A, B e C) e minerais (Ca, K e Fe)
com baixos teores de gordura (CROUCH, 1999). Atualmente é cultivada em mais de
130 paises como cultura perene (THANGAVELU; MUSTAFFA, 2012). No ano de
2013 foram produzidas 144,56 milhdes de toneladas de banana no mundo (FAO,
2013), o Brasil é responsavel pela producéo de cerca de sete milhdes de toneladas,
ocupando o quinto lugar na producdo mundial da cultura (FAO, 2015). A india é o
maior produtor, seguido de paises como China, Filipinas e Equador (FAO, 2015). No
Brasil, a regido Nordeste e Sudeste apresentam as maiores producdes com 40% e
30% respectivamente, sendo a Bahia o estado com a maior produ¢cdo em area
plantada do pais (IBGE, 2015).

O cultivo da bananeira por pequenos e grandes produtores gera renda e

emprego para familias brasileiras. As cultivares de banana Prata, Pacovan, Prata
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Ana, Macga, Mysore, Terra e a D’Angola sé@o as preferidas para o consumo interno,
no mercado internacional as cultivares do subgrupo Cavendish sdo as mais
apreciadas pelo consumidor (SILVA; BOLIANI; CORREA, 2006). Assim como ocorre
em outras culturas, a bananeira € afetada por problemas fitossanitarios.
Microrganismos fitopatogénicos acometem as plantas e as principais doencas
fungicas da bananeira sdo a Sigatoka-amarela, Sigatoka-negra e mal do Panama
(PLOETZ, 2006).

O Mal do panamé e o fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense

O mal do Panama, também conhecido como murcha de Fusarium na
bananeira ou fusariose é causado pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc). E uma das doencas mais destrutivas da bananeira e esta entre as seis
doengas economicamente mais importantes de todos os tempos (PLOETZ, 2006).
Esta doenca levou a grandes perdas socioecondémicas na metade do século
passado na América central, sendo também responsavel pelo quase
desaparecimento da banana ‘Mac¢ad do mercado brasileiro. No Brasil, o mal do
Panamd foi observado inicialmente em Piracicaba, Sdo Paulo, em 1930 e, num
periodo de aproximadamete quatro anos, a cultura foi dizimada com a destruicdo de
em torno de um milh&o de plantas de bananeira (CORDEIRO, 1995).

O patégeno se estabelece no tecido da planta hospedeira através do sistema
radicular, principalmente através das raizes secundarias, por onde consegue atingir
o xilema, onde esporula e ocorre o transporte dos conidios em um processo
sistémico, atingindo os tecidos parenquimaticos anexos (KIMATI et al., 2005). Em
resposta a infeccao cultivares resistentes formam géis, tiloses e gomas no lumen do
xilema, o que ocorre tardiamente em cultivares suscetiveis, o patdégeno coloniza o
hospedeiro antes mesmo que ele possa responder a infecgdo. O patdgeno obstrui 0
fluxo de agua na planta e o transporte de nutrientes, o que pode explicar a

ocorréncia da murcha na bananeira (PLOETZ, 2015).

As plantas atacadas pelo Foc apresentam nas partes mais externas do
pseudocaule pontuacdes pardo-avermelhadas, enquanto que as partes mais
internas mantem uma coloracéo clara (KIMATI et al., 2005). Os sintomas externos

desta doenca sdo amarelecimento progressivo das folhas mais velhas de bananeira
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até as mais novas, devido a acao de fitotoxinas produzidos pelo patdégeno, seguida
de murcha das folhas, as quais secam e quebram junto ao pseudocaule e, como
consequéncia, ficam inclinadas, o que da a planta um aspecto de guarda-chuva
fechado (PEREZ-VICENTE; DITA, 2014). Proximo ao solo ocorrem rachaduras do
feixe de bainhas, cuja dimensédo depende da area afetada no rizoma (CORDEIRO,
1995).

A disseminacdo da doenca pode ocorrer por meio da acdo do homem,
animais, vento, agua da chuva, agua utilizada para a irrigacdo, material de plantio,
equipamentos e outros. Grande quantidade de indculo é produzida a partir de
estruturas como rizomas, raizes e pseudocaule de plantas doentes. Outro fator que
pode contribuir para a incidéncia da doenca € a condicdo nutricional nas areas de
cultivo. Em areas pouco férteis e com baixa disponibilidade de matéria organica, a

incidéncia da doenca pode aumentar (KIMATI et al., 2005).

O Fusarium oxysporum f. sp. cubense pertence ao Filo Ascomycota, Classe
Ascomycetes, Subclasse Sordariomycetes e Ordem Hypocreales (FOURIE et al.,
2009). E um fungo de solo, sem estadio sexuado conhecido, capaz de sobreviver no
solo por até 30 anos mesmo na auséncia do seu hospedeiro, devido a capacidade
de produzir estruturas de resisténcia como os clamisdésporos, produzem também
outros dois tipos de esporos assexuados, 0os micro e macroconidios (PLOETZ,
2006). O género é subdividido em fomae speciales (f. sp.) e racas, sendo
conhecidas mais de 120 f. sp. de F. oxysporum, elas sdo semelhantes
morfologicamente, mas sao altamente especializadas na infeccdo do hospedeiro
especifico (MICHIELSE; REP, 2009).

As racgas sao definidas com base na capacidade de Foc causar doenca a
cultivares especificos, existem quatro racas de Foc (GROENEWALD et al., 2006). A
raca 1 infecta as cultivares do grupo Gros Michel e Maca, a raca 2 € indicadora da
cultivar Bluggoe (STOVER; WAITE, 1960) e a raga 4, presente no sudeste asiatico,
causa doencgas nos cultivares do subgrupo Cavendish (Nanica, Nanicdo e Gran
Naine) (SU et al. 1986). A raca 4 possui dois bibtipos, racga tropical 4 que pode atuar
em condicOes tropicais e subtropicais e raca subtropical 4, que pode estar presente
sob estresses abidticos nos subtropicos, ambas afetam também as variedades
suscetiveis as racas 1 e 2 (BUDDENHAGEN, 2009). No Brasil ha prevaléncia da
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raca 1 de Foc (GOES; MORETTO, 2001). A raga 3 ndo ocorre em bananeiras e
afeta apenas plantas do género Heliconia (STOVER; WAITE, 1960).

Vaérias estratégias para o controle do mal do Panama vém sendo estudadas:
controle quimico, controle biolégico e uso de gendétipos resistentes. O uso de
génotipos resistentes apresenta-se como um dos métodos de controle mais eficazes
e desejados (JONES, 2000). No entanto, sabe-se que € um método complexo, de
custo elevado e que exige anos de avaliacdo em campo para confirmacédo dos
resultados, além da necessidade de levantamento da diversidade genética do
patbgeno para um melhor manejo da doenca (JAVED et al., 2004) (SILVA et al.,
1998; OSEBELE et al., 2006). Os fungicidas quimicos ndo sdo eficazes. Diante
disso, diversos estudos tem abordado métodos alternativos ao quimico e genético

para controle da doenca buscando a reducdo dos danos e um manejo integrado.
Controle biolégico

O controle biolégico € utilizado hd mais de 120 anos (CARVALHO, 1999) e os
fungos foram os primeiros microrganismos a serem utilizados devido a producéo de
metabdlitos secundarios (AZEVEDO et al., 2007; PINTO, 2002). O fungo endofitico
Acremonium sp. foi utilizado em 1967 no Havai para controle de uma erva daninha,
sendo o primeiro exemplo de sucesso no controle biolégico de plantas (TRUJILLO,
2005). No Brasil Metarhizium anisopliae controlou insetos na cana de acuUcar
pioneiro aos trabalhos com controle biolégico (ATHAYDE et al., 2001). Para o fungo
Moniliophothora perniciosa agente etiolégico da vassoura de bruxa, o Trichoderma
stromaticum atua como antagonista a este fitopatdgeno mostrando-se uma forma
eficiente de controle (NETO et al., 2003).

Para Bettiol (1991) define-se como controle biolégico o dominio de um
microrganismo por meio de outro microrganismo. Em uma definicdo mais ampla o
controle biolégico é “a reducdo da densidade de indculo ou das atividades
determinantes da doenca provocada por um patdgeno, realizada por ou através de

um ou mais organismos que ndo o homem” (COOK e BAKER, 1983).

Os microrganismos que mais se destacam com elevado potencial para o
biocontrole de fitopatbgenos sao: Trichoderma spp., Glicocadium virens,

Talaromyces flavus, Pythium oligrandrum, Sporidesmium sclerotivorum, e
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Ampelomyces quisqualis, sendo os fungos do género Trichoderma os mais
importantes, pois sdo eficazes contra diversos fitopatdgenos, tais como Rhizoctonia
solani, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium spp., Phytium spp.
(MELO, 1998). O sucesso dos antagonistas se deve a alta capacidade reprodutiva,
habilidade de sobrevivéncia em diferentes condi¢cbes, uso adequado dos nutrientes,
promocdo de crescimento e inducdo da resisténcia de plantas (SIKORA;
POCASANGRE, 2008), ciclo de vida curto, habilidade de sobreviver na auséncia do
hospedeiro por um periodo e a formacéo de estruturas de resisténcia (KENDRICK,
1995).

O Controle biologico é uma alternativa ao uso de insumos quimicos e outros
meios de controle utilizados em culturas. Os microrganismos antagonistas utilizados
no controle biolégico tem capacidade de se estabelecer, colonizar e se propagar
pelo ambiente, sendo eficientes no controle de patogenos (MELLO et al. 2007). O
controle normalmente é feito através do uso de microrganismos que ndo sdo
prejudiciais a saude humana. Agentes de controle biolégico como alguns fungos do
género Trichoderma vem sendo utilizados como uma alternativa ao uso de
pesticidas (BETTIOL; GHINI, 2003; PERAZZOLLI et al., 2008).

Para a fusariose na cultura da banana, o controle quimico ndo é eficiente
(NEL et al.,, 2007) e medidas de controle como o uso de variedades resistentes
mostram-se como uma alternativa temporaria, jA que o patdégeno possui capacidade
de adaptacdo a diferentes condicbes e apresentam grande variabilidade genética,
tornando dificil a manutencdo da resisténcia do hospedeiro e possibilitando o
surgimento de isolados mais agressivos (SUTTON, 2000).

O controle biolégico e cultural vem sendo avaliado com a incorporacdo ao
solo de diferentes fontes de matéria orgéanica, e a introducdo de microrganismos
previamente selecionados como sendo antagonistas ao patdégeno e capazes de

colonizar e sobreviver no solo e na planta (ZHANG et al., 2013).

Trichoderma spp.

Fungos do género Trichoderma caracterizam-se por apresentar
microrganismos de vida livre, sdo encontrados em diversos ambientes,

principalmente em solos de locais com clima tropical e temperado (HARMAN et al.,
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2004), pertencem ao filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, classe
Sordariomycetes, subclasse Hypocreomycetidae, ordem Hypocreales, familia
Hypocreales mitospéricos (ou Familia Hypocreacea). Sua reproducdo ocorre de
forma assexuada e algumas espécies colonizam madeira e apresentam fase sexual
teleomorfa (género Hypocrea) (HARMAN et al., 2004; BROTMAN et al., 2010). S&o
muito utilizados no controle bioldégico por apresentarem répido crescimento em
diversos substratos, por serem facilmente cultivados e muitas das espécies nao
causarem danos as plantas (PAPAVIZAS et al., 1982), sdo descritas 254 espécies
de Trichoderma (BISSET et. al., 2015).

Espécies do género Trichoderma sdo muito utilizadas no controle de
microrganismos fitopatogénicos e na promocdo do crescimento de plantas. Isso
devido aos seus diferentes mecanismos de ac¢do, como competicdo, antibiose,
parasitismo, micoparasitismo de estruturas de resisténcia como clamiddsporos,
esclerédios e outros esporos de fitopatdgenos, além da acdo como indutor de

resisténcia em plantas contra doencas (MELO, 1998).

A competicdo € a disputa entre dois ou mais microrganismos, por nutrientes,
espaco fisico, agua, luz, oxigénio, fatores de crescimento, microelementos, entre
outros (MELO, 1996). A antibiose ocorre quando o antagonista inibe a acdo do
fitopatdgeno através da liberacdo de metabdlitos volateis ou ndo volateis, tendo um
efeito negativo sobre o patdgeno (STADNIK; BETTIOL, 2000). Sdo conhecidas
enzimas e mais de 40 substancias com efeito antibiético produzidos por Trichoderma
(HARMAN, 2000).

Dentre os metabdlitos produzidos estdo o harzianolide, a 6-n pentil-2H-piran-
2-ona e seu analogo 6-n pentenil-2H-piran-2-ona, acido harzianico, alameticinas,
tricolinas, massoilactona, harzianopiridona, glisopreninas, &cido heptelidico
(BENITEZ et al. 2004), gliotoxina e gliovirina (HOWELL, 2003), entre outros. Esses
podem promover a inibicdo do crescimento do micélio, desorganizacéo de células,
lise de hifas (AHMED, 2003). A antibiose e a competicdo por alimento sdo os

mecanismos mais utilizados por antagonistas (ROBBS, 1992).

O parasitismo é outro mecanismo que pode ser utilizado pelo género

Trichoderma, nessa relacdo o parasita obtém todo ou parte do alimento do
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hospedeiro, nutrindo-se de suas estruturas vegetativas e/ou reprodutivas. Depois
que ocorre o reconhecimento e interacdo fisica entre os microrganismos uma série
de eventos sdo desencadeados, resultando em producdo de enzimas capazes de
degradar a parede celular do hospedeiro e algumas proteinas (DRUZHININA et al.,
2011), sendo de grande importédncia para o0 controle de patégenos e para a
promocao do crescimento de plantas (CARVALHO, 2015).

O micoparasitismo envolve mudancas morfoldgicas, tais como enrolamento e
formacdo de estruturas chamadas apressorios, que se desenvolvem sobre a
superficie da hifa alvo e séo utilizadas por Trichoderma para penetrar o hospedeiro.
Enzimas como quitinases, lipases, proteases, glucanases e alguns antibiéticos séo
produzidos, principalmente nessa regido de encontro entre os dois microrganismos,
resultando na degradacéo da parede celular e parasitismo do fungo alvo (HARMAN
et al. 2004; MELO, 1996). Antagonistas permitem controlar a densidade de
microrganismos patogénicos no solo, além de solubilizar alguns nutrientes
essenciais para as plantas (ALTOMARE et al., 1999).

Trichoderma também esta relacionado a inducao de resisténcia em plantas, o
microrganismo antagonista promove alteracdes no metabolismo da planta
hospedeira, modificando-a a ponto de torna-la resistente a determinados
fitopatogenos (BETTIOL, 1991). Essas plantas possuem um aumento na sua
atividade enzimatica, enzimas como quitinases, glucanes e peroxidases, conseguem
perceber a presenca do patdégeno e sinalizacbes bioquimicas aumentando a
resisténcia das plantas (ROMEIRO, 2007).

Sao muitos os estudos demonstrando os efeitos benéficos de espécies de
Trichoderma no controle de patdgenos do solo e na promocdo de crescimento de
plantas. Carvalho et al. (2011) avaliaram o controle de Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli in vitro e em sementes e a promoc¢do do crescimento inicial do feijoeiro
comum por Trichoderma harzianum e selecionaram seis isolados de Trichoderma
harzianum antagonistas ao Fusarium. Esses isolados apresentaram producao de
metabdlitos volateis e o isolado CEN239 destacou-se na promocao de crescimento

das mudas de feijoeiro.
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Silva et al. (2011) observaram que Trichoderma spp., e o fungicida
Trichodermil promoveram o crescimento das plantas e induziram a resisténcia a
antracnose em pepineiro. Saravanan et al. (2003) demonstraram que combinacdes
de subprodutos de nim, com P. fluorescens, T. harzianum e T. viride proporcionaram
a maxima inibicdo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Em trabalho realizado por
Raman et al. (2016) T. asperellum em interagdo com Foc em plantas suscetiveis de

bananeira potencializou as defesas das plantas para a fusariose.

Thangavelu et al. (2004) verificou que Trichoderma harzianum multiplicado
em folhas secas de bananeira e incorporados ao solo ao redor das plantas
proporcionaram uma reducdo de 49,9% na incidéncia do mal do Panama, em
relacdo ao tratamento controle, testes in vitro utilizando o mesmo antagonista
também mostrou-se eficaz na inibicdo micelial e crescimento de Foc. Mais estudos
sao necessarios para que produtos a base de Trichoderma sejam desenvolvidos e
utilizados no controle de doencas em culturas de importancia econdmica, a exemplo

da bananeira.
Subprodutos agricolas

Desde as primeiras praticas agricolas pelos seres humanos, os adubos
organicos séo utilizados no intuito de manter ou aumentar a fertilidade do solo,
assegurando a produtividade agricola, através da manutencdo ou reposicéo parcial
dos nutrientes retirados do solo (AVNIMELECH, 1986). A combinacdo entre matéria
organica e antagonistas no solo é uma pratica promissora para o controle de
fitopatdgenos (ZHANG et al., 2013).

Os residuos organicos se originam de diversas praticas agricolas e industriais
qgue utilizam vegetais e animais como matéria prima e esses residuos podem ser
utilizados na agricultura como fontes de matéria organica e nutrientes para as
plantas e ainda ter um papel no controle de doencas de plantas, causando efeito
supressivo sobre fitopatdgenos de solo (WAKSMAN; STARKEY, 1931; HOITINK;
FAHY, 1986).

Medidas como manutencdo de niveis elevados de matéria organica no solo e
manutencao do equilibrio da adubac&o, com um pH proximo ao neutro, séo eficazes

no controle do mal do Panam4, retardando o aparecimento da doenca, sendo a
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disponibilidade de nutrientes um fator essencial sobre a incidéncia da fusariose em
bananeira (MAIA; SILVA, 2011).

A incorporacao de alguns residuos vegetais ao solo como fontes de matéria
organica podem proporcionar um aumento na atividade microbiana e,
consequentemente a populacdo de antagonistas se tornar maior e mais
diversificada. Esta pratica garante o fornecimento de micro e macronutrientes, 0os
residuos também sé&o responsaveis pela retencdo de agua pelas plantas e podem
estimular a liberacdo de substancias capazes de eliminar ou reduzir estruturas de
sobrevivéncia e resisténcia, e até mesmo o proprio patégeno. Os residuos podem

induzir a ativacao de resisténcia sistémica das plantas (BETTIOL et al., 2009).

Em trabalho realizando a incorporacédo de bagaco do coco babacu e casca de
mandioca ao solo, efeitos positivos no controle da fusariose no maracujazeiro foram
apresentados e altas concentracdes de fosforo foram encontradas nesses residuos
(FERREIRA et al., 2015). Wong et al. (2011) observou que a utilizacdo de mandioca
seguida de solarizacéo, proporcionaram maior controle do Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici (WONG et al.,, 2011). O residuo da mandioca possui altas
concentragbes de acido cianidrico, sendo téxicos aos microrganismos mesmo em
baixas concentracdes (LORENZI; DIAS, 1993).

Muitos residuos organicos sdo de facil acesso para grandes e
pequenos produtores rurais e apresentam eficiéncia no controle de fitopatdgenos,
possuem também baixos custos, tornando-se atrativos para uso no desenvolvimento
de estratégias de manejo integrado de fitopatégenos, em especial dos patdégenos de

solo, a exemplo do Fusarium oxysporum f.sp. cubense, que sao de dificil controle.
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Trichoderma sp. e subprodutos agricolas no controle do mal do
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RESUMO

MASCARENHAS, M. S. Trichoderma sp. e subprodutos agricolas no controle do
mal do Panama. Cruz das Almas, 2016. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia

Agricola). Universidade Federal do Recéncavo da Bahia.

O mal do Panama é uma das principais doencas na cultura da banana a nivel
mundial, resultando em grandes perdas de producdo e de é&rea plantada. A
incorporacao de subprodutos agricolas como fonte de matéria organica ao solo e de
microrganismos com acao antagbnica ao Fusarium oxysporum f. sp. cubense séo
apontadas como estratégias para o manejo desta doenca. Este trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito de dois subprodutos agricolas (raspa das cascas de
mandioca e tegumento da améndoa do cacau) e diferentes isolados de Trichoderma
Sp. incorporados ao solo e sua influéncia na sobrevivéncia de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense (Foc), no controle do mal do Panama e no desenvolvimento da
bananeira. Os experimentos foram conduzidos em laboratério para a selecao in vitro
dos melhores isolados de Trichoderma sp. e em casa de vegetacdo para os testes
com mudas de bananeira, em delineamento inteiramente casualizado, esquema
fatorial 6 x 3 x 10 + 1, sendo seis isolados de Trichoderma sp., duas fontes de
matéria organica e sem matéria organica, 10 repeticbes e o tratamento controle
somente com Foc, sem nenhuma inoculacdo nem adicdo de matéria organica.
Também foi realizado um segundo experimento em casa de vegetacdo, com
delineamento em esquema fatorial 2 x 3 x 10, com duas condi¢cdes de inoculacéo
(com e sem Foc), duas fontes de matéria organica e 10 repeticées por tratamento.
Os isolados TSC 85, TSC 87, TSC 101 e TSC 103 de Trichoderma asperellum
apresentaram potencial para o controle in vitro de Foc. T. asperellum (isolado TCS
87) de forma isolada ou combinada com o subproduto de pelicula da améndoa do
cacau foi eficiente no controle do mal do Panama em mudas de bananeira. T.
asperellum (isolados TCS 85, TCS 87, TCS 101 e TCS 103) e T. harzianum (TCS
29) foram efetivos no controle da doenca e na promocdo de crescimento das

plantas, quando combinados com o subproduto do cacau.

Palavras-chave: Bananeira, controle bioldgico, fusariose
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ABSTRACT

MASCARENHAS, M. S. Trichoderma sp. and agricultural by-products in the control
of Panama's disease. Cruz das Almas, 2016. Dissertacdo (Mestrado em

Microbiologia Agricola). Universidade Federal do Recdncavo da Bahia.

Panama's disease is one of the major diseases in banana plantations worldwide;
resulting in large losses in yields and planted areas. The incorporation of agricultural
byproducts as sources of soil organic matter, and of microorganisms with
antagonistic action to Fusarium oxysporum f. sp. cubense are indicated as strategies
for the management of this disease. The aim of this work was to evaluate the effect
of two agricultural byproducts (cassava peels and cocoa seed tegument residue) and
different isolates of Trichoderma sp. incorporated into the soil and its influence on
survival of Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), control of Panama disease,
and development of banana plants. The experiments were conducted in laboratory
conditions for in vitro selection of the best Trichoderma sp. isolates, and in
greenhouse for the testes with banana plants, in a completely randomized design,
factorial scheme 6 x 3 x 10 + 1, six isolates of Trichoderma sp., Two sources of
organic matter and without organic matter, 10 replications and the control treatment
with Foc, without any inoculation nor the addition of organic matter. In addition, a
second experiment was carried out in the greenhouse, in a factorial scheme 2 x 3 x
10, with two inoculation conditions (with and without Foc), two sources of organic
matter and 10 replicates per treatment. The isolates TSC 85, TSC 87, TSC 101 and
TSC 103 of Trichoderma asperellum presented potential for in vitro control of
Fusarium oxysporum f. sp. cubense. T. asperellum (isolated TCS 87) independently
or in combination with the by-product of cocoa seed tegument was effective in
controlling Panama disease in banana plants. T. asperellum (TCS 85, TCS 87, TCS
101 and TCS 103) and T. harzianum (TCS 29) were effective in controlling the
disease and in promoting plant growth when combined with the cocoa byproduct.

Keywords: Banana plants, biological control, fusariosis
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INTRODUCAO

A banana (Musa sp.) é a fruta mais cultivada em todo o mundo e também
lidera a producéo no Brasil, chegando a 7,2 milhGes de toneladas em 2015 (FAO,
2015). Esta cultura apresenta diversos problemas fitossanitarios, resultando em
significativas perdas econdémicas em todo o mundo. O mal do Panama, também
conhecido como fusariose da bananeira ou murcha de Fusarium em bananeira esta
entre os principais problemas fitossanitarios (PLOETZ, 2006).

O mal do Panama é causado pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc) Snyder & Hansen, patdgeno habitante do solo capaz de sobreviver
saprofiticamente na matéria organica, restos de cultura e também na forma de
estruturas de resisténcia, os clamidésporos, que podem permanecer viaveis no
ambiente por muitos anos (PLOETZ, 2006).

As hifas do patégeno se aderem as raizes e dao inicio ao processo de
penetracdo, que pode ocorrer diretamente pelas células epidérmicas ou por
ferimentos naturais presentes nas plantas (LI et al., 2011). Apds esse processo, 0
patbgeno movimenta-se pelos vasos do xilema, colonizando o rizoma da planta
hospedeira, que torna-se marrom-avermelhado, ocorrendo o bloqueio dos vasos que
impede o transporte de agua e nutrientes. Externamente ocorre 0 amarelecimento
progressiva das folhas, desde as mais velhas até as folhas mais novas seguido de
murcha e quebra do peciolo junto ao pseudocaule (PLEOTZ, 2015).

Sao conhecidas trés racas do patégeno em espécies do género Musa, raca 1,
raca 2 e raca 4. As variedades Gross Michel, Prata e Maca séo indicadoras da raca
1, a Bluggoe da raca 2 (PLOETZ, 2006) e as variedades do subgrupo Cavendish sao
indicadoras da raca 4, a qual possui dois bi6tipos: raca tropical 4 e raca subtropical 4
que também afeta as variedades suscetiveis as racas 1 e 2 (THANGAVELU;
MUSTAFFA, 2010). No Brasil ha prevaléncia da raca 1 de Foc (DIAS; ABREU;
RESENDE, 2014).

O controle quimico néo é eficiente para esta doengca (NEL et al., 2007) em
que as estruturas de resisténcia do fungo podem permanecer viaveis no solo por
décadas (PLOETZ, 2006) e alternativas vem sendo estudadas para o controle do
mal do Panama. O controle biolégico e cultural vem sendo avaliados com a
incorporacdo ao solo de diferentes fontes de matéria organica, e a introducdo de
microrganismos previamente selecionados como sendo antagonistas ao patdégeno e
capazes de colonizar e sobreviver no solo e na planta (ZHANG et al., 2013)
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A matéria organica pode contribuir com a disponibilidade de nutrientes para
as plantas, o estimulo a atividade microbiana do solo e inibir a agcdo de
fitopatdgenos, por meio da liberacdo de substancias com efeito antagbnico
causando a reducdo do potencial inicial de inoculo, de infeccdo e de disseminacao
do patdgeno, podem também promover a supressividade do solo e resisténcia das
plantas as doencas (ELAD et al., 2010; SHAHAT et al., 2011).

Muitas espécies de bactérias, fungos filamentosos e leveduras séo estudadas
no biocontrole de doencas, mas o0 género Trichoderma € reconhecidamente o
hiperparasita mais estudado e utilizado como agente de biocontrole (WOO, 2014).
Fungos do género Trichoderma possuem o potencial para o controle de
fitopatdgenos por apresentarem um amplo espectro de acdo, podem atuar na
solubilizacdo de nutrientes para as plantas, inducdo de resisténcia, promocédo de
crescimento, competi¢cédo, antibiose, micoparasitismo, entre outros (HARMAN, 2000).

Levando-se em consideracao os subprodutos do processamento da mandioca
e do cacau no estado da Bahia, a exemplo da epiderme e cértex de mandioca
(Manihot esculenta Crantz) das casas de farinha e a pelicula da améndoa de cacau
(Theobroma cacao L.) das industrias de cacau, e o potencial destes na fertilidade do
solo e no crescimento e sobrevivéncia de microrganismos benéficos as plantas, este
trabalho teve como objetivo, avaliar o efeito da incorporacdo destes subprodutos
agricolas no solo e a inoculagdo com fungos do género Trichoderma sp. como

alternativa para o manejo da fusariose na bananeira.
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MATERIAIS E METODOS
Culturas

Foram avaliados 24 isolados de Trichoderma sp. provenientes de raizes de
bananeira e solos de areas de producdo de banana do municipio de Bom Jesus da
Lapa, Bahia, Brasil (13° 15’ 18” S e 43° 25’ 05” W). Como patogeno foi utilizado o
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (isolado 0801), raca 1, proveniente da colecéao
do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das

Almas, Bahia.
Efeito antagdnico de Trichoderma sp. sobre o desenvolvimento micelial de Foc

Testes utilizando o método de cultura pareada descrito por Dennis e Webster
(1971) foram feitos em placas de Petri contendo meio de cultura batata dextrose
agar (BDA) com os isolados de Trichoderma sp. e o isolado de Fusarium oxysporum
f. sp. cubense (Foc). Apés sete dias de crescimento das colbnias a temperatura de
25 = 1 °C, discos de 0,5 cm retirados das bordas da colonia de Foc foram
transferidos para meio BDA em placas de Petri, sendo colocado um disco por placa,
a 1 cm da borda da placa. Apés incubacéo do Foc por 48h, o mesmo procedimento
foi realizado com a cultura dos isolados de Trichoderma spp. no lado oposto ao
disco de Foc, a mesma distdncia da borda da placa. Os tratamentos foram
compostos pelo isolado de Foc x 24 isolados de Trichoderma spp. e cada ensaio de
pareamento foi feito com cinco repeti¢des, incluindo o controle formado pelo disco
da cultura do patégeno na placa com meio BDA. Apos incubacdo dos ensaios por
cinco dias a temperatura de 25 + 1 °C foram medidos os didmetros das col6nias de
Foc. Fez-se a avaliagdo do crescimento micelial dos isolados de Trichoderma spp.
com a escala descrita por Bell et al., (1982). De acordo com essa escala o isolado
de Trichoderma com nota menor ou igual a 3,0 € considerado como antagbnico ao
Foc (Tabela 1).
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Tabela 1. Escala de notas para avaliacdo do crescimento micelial de Trichoderma

spp. e sua acao antagbnica a patogenos (BELL et al., 1982).

Notas Caracteristica do crescimento micelial de Trichoderma

spp.

1 Crescimento de Trichoderma spp. sobre o patdégeno,
ocupando toda superficie do meio;

2 Crescimento de Trichoderma spp. sobre toda a placa, mas
nao se sobrepde ao disco do patdgeno;

3 Crescimento de Trichoderma spp. ocupando mais de 3/4 da
superficie do meio;

4 Crescimento de Trichoderma spp. ocupando 2/3 da
superficie do meio;

5 Crescimento de Trichoderma spp. ocupando
aproximadamente metade da superficie do meio;

6 Crescimento do patdgeno ocupando 2/3 da superficie do
meio;

7 Auséncia de crescimento de Trichoderma spp. patdgeno

ocupando toda a superficie do meio.

Compostos voléateis e ndo-volateis sobre o crescimento micelial de Foc

Foi verificada a producdo de compostos volateis pela metodologia proposta por
Dick e Hutchinson (1966). Em meio BDA, colocou-se um disco de micélio do isolado
de Trichoderma. A tampa dessa placa de Petri foi substituida pela base de outra
placa com meio BDA com um disco de micélio da cultura de Foc. As duas bases da
placa foram seladas com parafiime e o ensaio incubado em BOD a 25 + 1 °C, por
sete dias. O tratamento controle foi constituido pelas duas bases da placa com meio
BDA sem o disco de micélio do antagonista, contendo apenas o disco de micélio de
Foc em uma das bases da placa com BDA. O experimento foi em delineamento
inteiramente casualizado com 24 isolados de Trichoderma x Foc, com cinco
repeticbes. A avaliacdo da producdo de compostos volateis foi feita pelas medicdes
dos didmetros médios das col6nias de Foc. Foi calculada a area abaixo da curva do

crescimento micelial (AACCM) utilizando-se a equacéao:

Yyi+(yi+1)

AACCM =
2ds;

Na qual: yi e yi+1 sdo os valores de crescimento da coldonia observados em

duas avaliagBes consecutivas e d;; é o intervalo entre as avalia¢des.
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Foi realizado também o célculo da porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial (ICM) através da equacgédo descrita por Abbott (1925):

ICM (%) = [(T —t)/T] x 100
Na qual, T é a testemunha e t o tratamento.

Avaliou-se também a presenca de compostos ndo volateis a partir da
incorporacao de filtrados das 24 culturas de Trichoderma ao meio conforme descrito
por Mello et al. (2007). Cinco discos (5 mm) contendo micélio de Trichoderma spp.
foram transferidos para frascos de Erlenmeyer com capacidade para 500 mL
contendo 250 mL de meio BD (batata-dextrose) e estes foram incubados por cinco
dias sob agitacao orbital (Lab line Instruments, Inc., modelo 60160) a 250 rpm e 25 +
1 °C em auséncia de luz. Posteriormente, as culturas foram filtradas sob vacuo e
funil com filtro Millipore com porosidade de 0,47um e, para cada isolado de
Trichoderma, 5 mL do filtrado foram adicionados a 15 mL de meio BDA, na
temperatura proxima a solidificacdo, apds esterilizagdo em autoclave. Discos de 5
mm com o crescimento micelial do patdégeno foram transferidos para o centro das
placas de Petri com o meio de cultura (meios BDA com os filtrados das culturas de
Trichoderma), colocando-se um disco por placa de Petri. Como controle foram
adicionados 5 mL de agua destilada esterilizada ao BDA fundente. O ensaio foi
incubado em incubadora tipo BOD a 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12 h, até a colbnia
do patégeno no tratamento controle atingir as bordas da placa, periodo em que
foram realizadas as medicGes dos diametros das coldnias do patdogeno. Os valores
obtidos dessas medicbes foram convertidos em porcentagem de inibicdo do

crescimento micelial (ICM) de Foc e a AACCM também foi calculada.
Obtencéao e preparo de subprodutos agricolas

A epiderme e coOrtex da mandioca (subproduto do descascamento da
mandioca) e a pelicula da améndoa de cacau foram obtidas de pequenos produtores
rurais da cidade de Cruz das Almas e lIlhéus, Bahia, respectivamente. Estes
subprodutos foram secos em estufa de ventilacdo forcada a 45°C e moidos em

moinho tipo Wiley.
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Avaliacéao in vitro do controle de Trichoderma spp. sobre Foc, em substratos.

Foram avaliados dois substratos: a) areia + subproduto da mandioca (SM) e
b) areia + pelicula de améndoa cacau (PAC) na a¢do antagonista, in vitro, de 10
isolados de Trichoderma spp. sobre o patdgeno. O experimento foi montado em
tubos de ensaio de 25 cm de altura e 3 cm de diametro, com aberturas em ambas as
extremidades, com a adicdo de 140 g de substrato por tubo, correspondendo ao
volume de 134,30 cm3. Os tubos foram fechados nas extremidades com algodéo e
esterilizados em autoclave por 30 min a 121°C. Dois dias apos a esterilizacao foi
adicionado um disco de micélio do patégeno (Foc) em uma das extremidades dos
tubos os quais foram incubados em BOD a 25 + 1°C por cinco dias para crescimento
do Foc que é mais lento que o crescimento do Trichoderma. Posteriormente foi
adicionado um disco de micélio do isolado de Trichoderma na outra extremidade de
cada tubo e estes foram incubados em incubadora tipo BOD a 25 = 1°C. O
crescimento micelial do patégeno e do antagonista ao longo do substrato (cm3)
disposto nos tubos foi avaliado por trés dias e a porcentagem de inibicdo do
crescimento do fungo (IC) foi calculada com a seguinte equacao:

(VCT -VCTC) = 100

1C(%) = VTS

Sendo:
VCT = volume de crescimento de Trichoderma
VCTC = Volume de crescimento de Foc no tratamento controle (areia + Foc)

VTS = Volume total do solo no tubo de vidro

Caracterizacdo morfolégica dos isolados de Trichoderma spp. com acao

antagonista sobre Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Os isolados de Trichoderma spp. selecionados para o controle do mal do
Panama foram descritos morfologicamente por meio de observa¢gfes macroscopicas
da colénia com crescimento micelial em meio BDA a 25 °C e 12 horas de
fotoperiodo. ApGs 72 horas de incubacéo, as placas contendo as culturas fangicas
foram avaliadas com relacdo ao diametro do raio das colbnias, textura, coloracéo,
formacéo de conidios, alteracdo da coloracdo do meio de cultivo como indicativo da
producdo de metabdlitos, presenca e auséncia de odores caracteristicos. As

caracteristicas morfolégicas foram observadas em microscopio de luz (Leica®
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DM750) e comparadas com as chaves de identificacdo online disponiveis em
Systematic Mycology and Microbiology Laboratory e um atlas amplamente ilustrado
com a descricdo das 27 espécies atualmente reconhecidas como validas de
Trichoderma spp. (SAMUELS et al., 2014).

Identificacdo molecular dos isolados de Trichoderma spp.

Foi realizada a extracdo de DNA dos isolados de Trichoderma spp. com o kit
UltraClean® Microbial DNA Isolation (MoBio, USA), seguindo as recomendacdes do
fabricante. A integridade e a quantidade do DNA foram verificados usando
eletroforese em gel de agarose a 0,8 % e o Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen),

respectivamente.

Para as amplificacfes das regibes espacadoras transcritas ITS1 5.8S e ITS2
foram utilizados os primers ITS 1 e ITS 4 (WHITE et al,, 1990) e os seguintes
reagentes e concentracdes: 60 ng de DNA de cada amostra; 1x de tampédo da
enzima Tagq DNA polimerase; 3,7 mM de MgClz; 0,6 pmol/uL de dNTPs; 0,4 pmol/uL
de cada primer; 5 U de Taq DNA polimerase, com volume final ajustado para 50 pL
com agua ultra pura. Os ciclos de amplificacdes foram realizados no Veriti Thermal
Cycler PCR (Applied Biosystems) sob as seguintes condic¢des térmicas: 94 °C por 4
minutos, 39 ciclos (94 °C por 1 minuto, 56 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto), 72
°C por 10 minutos finalizando com o resfriamento a 8 °C. Os produtos amplificados
foram visualizados em gel de agarose a 1%, corados com brometo de etidio e
visualizados sobre luz ultravioleta. Em seguida, os amplicons foram purificados
utilizando o kit lllustra® GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare
Life Sciences) para posterior identificacdo nucleotidica utilizando o sequenciador
automatico ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) da empresa
ACTGene Analises Moleculares LTDA. A edicdo e montagem das sequéncias foi
realizada com o programa Sequencher 4.1.4 (Gene Code Corporation). As
sequéncias foram submetidas aos programas TrichoBLAST e TrichOKEY,
disponiveis em International Subcommission on Trichoderma and Hypocrea
Taxonomy que permitem a identificagdo molecular de fungos do género
Trichoderma, por comparacdo com sequéncias de espeécies “vouchers”
(DRUZHININA et al., 2005; KOPCHINSKIY et al., 2005; NAGY et al., 2007).
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Preparo do indculo e suspenséo de Foc

O isolado Foc 0801 foi multiplicado em meio de cultura de batata-dextrose-
agrar (BDA) e incubado a temperatura de 25 = 1 °C durante sete dias. ApOs esse
periodo foram retirados das bordas das colonias quatro discos de micélio com 5 mm,
0s quais foram transferidos para frascos de Erlenmeyer com capacidade para 250
mL contendo o substrato de crescimento esterilizado (100 g de meio de cultivo areia
+ flocos de milho na proporcéo 2:1) e 40 mL de agua destilada. Este substrato com
estruturas do patdogeno (Foc) foi incubado a 25 *= 1°C durante 20 dias.
Posteriormente foi quantificada a densidade de indculo e a suspenséao foi ajustada
para a concentracdo de 10° conidios por mL™?.

Preparo do inéculo e suspensdo de Trichoderma sp.

A partir dos resultados in vitro foram selecionados os isolados Trichoderma
sp. codificados como TCS 85, TCS 87, TCS 97, TCS 101 e TCS 103, com acao
antagbnica contra o Foc 0801. O isolado de Trichoderma sp. TCS29 foi também
selecionado por ja ter sido selecionado como potencial agente de biocontrole de Foc
(Souza, 2016).

Os isolados de Trichoderma spp. foram multiplicados em meio de cultura BDA
e incubados a temperatura de 25 + 1 °C durante sete dias. ApOs esse periodo, a

concentracdo de esporos foi ajustada para 108 conidios mL™?-
Controle do mal do Panama com isolados de Trichoderma sp.:
Ensaio em casa de vegetacao

As mudas de bananeira da cultivar Prata And foram produzidas pela técnica
de cultura de tecidos in vitro na Empresa de Biotecnologia Vegetal Campo,
localizada nas dependéncias da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas,
BA. As mudas foram aclimatadas por quatro semanas em estufa agricola. Apés a
fase de aclimatacédo e ainda nas bandejas (2,7 X 2,7 X 4,4 cm) tipo tubete com
substrato de fibra de coco, foram inoculadas com a suspensédo dos isolados de
Trichoderma sp., colocando-se no substrato, com uma micropipeta automatica, 10
mL da suspensdo com 108 conidios mL? para o conjunto de 10 mudas de cada

tratamento.
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O solo em sacos plasticos de muda, com 2 kg de solo esterilizado por saco,
foi infestado superficialmente com a suspensdo de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (preparo e concentragdo descritos acima), colocando-se 10 mL da
suspensdo de Foc na concentracdo de 108 conidios mL™* no solo. Apds trés dias da
aplicacdo de in6culo de Foc e 15 dias da aplicacdo do Trichoderma sp. fez-se o
transplantio das mudas para os sacos com o solo infestado. Apés o transplantio fez-
se novamente a inoculagéo de Trichoderma sp., colocando-se 10 mL de suspensao
(108 conidios mL™1) no solo préximo as raizes da planta, e fez-se a aplicacdo dos
subprodutos agricolas ao solo, colocando-se 15 g do material (subproduto do
descascamento da mandioca ou pelicula da améndoa de cacau) a aproximadamente
5 cm abaixo da superficie do solo. O controle positivo foi composto por solo
esterilizado e infestado com a suspensdo do patégeno na concentracdo de 10
conidios mL*. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo na area
experimental do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas (CCAAB), no
campus de Cruz das Almas da UFRB e foram coletadas aos 60 dias apds a

inoculacéo dos Trichoderma sp.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com seis isolados
de Trichoderma sp., duas fontes de matéria organica e o tratamento controle,

contendo apenas o patdgeno, com 10 repeticdes por tratamento (Tabela 2).
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Tabela 2. Tratamentos com diferentes isolados de Trichoderma sp. e fontes de

matéria organica em solo infestado com Foc. Controle positivo - inoculado apenas

com o patogeno. (SM - solo + subproduto da mandioca; PAC - solo + pelicula da

améndoa de cacau).

Tratamentos Trichoderma spp. M.O.
T1 TCS29 -
T2 TCS85 -
T3 TCS87 -
T4 TCS97 -
T5 TCS101 -
T6 TCS103 -
T7 TCS29 SM
T8 TCS85 SM
T9 TCS87 SM

T10 TCS97 SM
T11 TCS101 SM
T12 TCS103 SM
T13 TCS29 PAC
T14 TCS85 PAC
T15 TCS87 PAC
T16 TCS97 PAC
T17 TCS101 PAC
T18 TCS103 PAC
T19 (C+) - -

Sessenta dias ap6és inoculacdo dos isolados de Trichoderma sp. foi avaliada a

severidade da doenca com base na escala de notas para o mal do Panama (Tabela

3) e as notas foram transformadas em indice de doenca (ID) aplicando a equacéo

proposta por McKinney (1923):

(f*v)
(n*x)

ID (%) = z[ x100]

Na qual:

ID = indice de doenca;

f = frequéncia de determinada nota,
v = grau de infec¢ao (nota);

n = numero total de folhas avaliadas;

X= grau maximo de infec¢do (nota maxima).
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Tabela 3. Escala de notas para avaliacdo de severidade do mal do Panama em
bananeira adaptada de CORDEIRO e DANTAS (1993).

0 1 2 3 4 6
Tecido vascular Pontos Descoloracdo Descoloracdo  Descoloracdo  Descoloracéo
completamente isolados de em 1/3 do entre 1/3 e 2/3 maior que 2/3  total do tecido

claro, sem descoloracéo tecido do tecido do tecido vascular
descoloragéo no tecido vascular vascular vascular
vascular vascular

Para a avaliacdo da producdo de matéria fresca e seca, as plantas foram
coletadas, separadas em raiz e parte aérea e lavadas com agua destilada. O peso
da matéria fresca das raizes (MFR) e matéria fresca da parte aérea (MFA) foi obtido
por passagem em balanca analitica e a matéria seca das raizes (MSR) e da parte
aérea (MSA) foram obtidas apdés secagem do material em estufa de ventilacdo
forcada a 45 °C por 72 horas.

O IQD - indice de qualidade de Dickson, (1960) foi determinado em funcao da

altura (H), diametro ao nivel do colo (DC), MSA e MSR aplicando a equacao:

MST

H _MAS

DC T MS

IQD =

=

Controle do mal do Panama com subprodutos agricolas:

Ensaio em casa de vegetacao

Foram utilizados os mesmos métodos e avalia¢cdes do item anterior, contudo
isolados de Trichoderma sp. nao foram utilizados nestes testes, sendo o0s

tratamentos constituidos apenas pelos subprodutos agricolas e o patégeno (Tabela
4).
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Tabela 4. Tratamentos com diferentes fontes de matéria organica com e sem
inoculacdo do patdgeno. Controle positivo - inoculado apenas com o patégeno. (SM

- solo + subproduto da mandioca; PAC - solo + pelicula da améndoa de cacau).

Tratamentos Foc Matéria Organica

C1(C+) Sim -
C2 - SM
C3 - PAC
C4 Sim SM
C5 Sim PAC
C6 - -

Controle positivo = C+

Avaliacao da coloniza¢cdo de mudas de bananeira por Trichoderma sp.

A avaliacdo da colonizacdo das plantas de bananeira (raizes, pseudocaule e
folhas) por Trichoderma sp. foi realizada apos a coleta das plantas. Fragmentos de
tecidos de folha, pseudocaule e raizes de trés plantas de cada tratamento foram
desinfestados pela imersdo em solu¢des de alcool 70% (1 minuto), hipoclorito de
sédio 1% (1 minuto), seguido de trés lavagens consecutivas em agua destilada
esterilizada. Ap6s desinfestados em camara de fluxo laminar, os tecidos foram
cortados em fragmentos de 5 mm com bisturi esterilizado e dez fragmentos de cada
tecido foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultivo TSM
adaptado (0,2 g L-1de MgS04.7H20; 0,9 g L-1 de KH2PO4; 0,15 g L-1de KCI; 1 g L1
de NH4NO; 3 g L-1 de dextrose; 0,15 g L-1 de rosa de Bengala; 3 mL L-1 de Triton
X100 e 2 mL L-1de Carbendazim) e incubados a 25 + 1 °C por 3 dias em incubadora
BOD para observacdo do crescimento de Trichoderma sp. A avaliagdo da
colonizacgéao foi feita com base na contagem do numero de fragmentos de raiz, de
pseudocaule e folha de bananeira com crescimento micelial de Trichoderma sp.,
sendo determinada a frequéncia de fragmentos colonizados pelo fungo (fragmentos
colonizados em relacdo ao numero total de fragmentos semeados em meio TSM
adaptado). Os dados foram transformados pela formula log (x + 1), para
normalizacdo dos dados e fez-se a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste

de agrupamento de médias de Scott-knott (5% de significancia).
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Avaliacdo da colonizacao do solo pelo patégeno e antagonista.

A populacao do patdégeno e de Trichoderma sp. no solo foi avaliada ao final
do experimento pela metodologia de diluicdo seriada e contagem das unidades
formadoras de colénias (UFC) no solo. De cada saco de muda contendo solo foi
retirada uma aliquota de 5 g de solo. As aliquotas de 20 sacos de muda (repeticdoes
de cada tratamento) foram misturadas e homogeneizadas, totalizando 14 amostras
compostas de solo. Para o preparo das diluicdes seriadas dessas amostras foram
feitas suspensdes de 10 g de cada amostra composta de solo em 90 mL de solucéo
salina (0,85 % NaCl) esterilizada, utilizando frascos de Erlenmeyer com capacidade
para 250 mL. Os frascos foram colocados em agitador orbital por 30 minutos. A
partir dessa suspensdo de solo foram preparadas diluicGes até 10%. Das diluicGes
104, 10° e 10 aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para placas de Petri contendo
meio batata dextrose agar (BDA) com 1 mL L de oxitetraciclina, sendo plaqueadas
trés repeticoes para cada diluicdo. As placas foram incubadas em BOD a 25 £ 2° C
por trés dias e fez-se a contagem das col6nias. A populagcéo de Foc foi determinada

pela contagem das unidades formadoras de colénia (UFC).
Anélise dos dados

Para analise de variancia e o agrupamento de médias pelo teste Scott-Knott
(p = 0,05) foi utilizado o programa R 3.3.1 (R CORE TEAM, 2016).
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RESULTADOS

Dos 24 isolados de Trichoderma sp. testados inicialmente, 65,22% foram

agrupados na classe 1 pela escala de Bell, indicando que o Trichoderma cresceu

sobre o patdgeno ocupando toda superficie do meio, sendo um potencial agente de

biocontrole (Tabela 5).

Tabela 5. Area de crescimento micelial de Foc, porcentagem de inibicdo do

patdgeno pelo antagonista e agrupamento destes em termos de eficiéncia no

antagonismo em culturas pareadas, segundo a escala de Bell et al. (1982).

Area de crescimento  Inibi¢&do do

Isolados micelial de Foc (cm) patégeno (%) BELL
TCS 101 6,16 £ 0,62 a 88,05 1
TCS 95 6,51 +0,50a 87,37 1
TCS 100 6,71+0,84 a 86,99 1
TCS 97 707+x0a 86,31 1
TCS 81 7,08+ 0,67 a 86,29 1
TCS 98 7,08 +0,67 a 86,29 1
TCS 94 7,09+0,95a 86,23 1
TCS 96 7,26 +0,43 a 85,94 1
TCS 93 7,27+0,79 a 85,91 2
TCS 89 7,27 +0,79 a 85,91 1
TCS 102 7,27+0,79 a 85,91 1
TCS 99 7,28+ 1,07 a 85,89 1
TCS 90 7,33+x1,57a 85,79 1
TCS 92 7,69+1,47 a 85,08 2
TCS 84 8,05+0,71a 84,4 1
TCS 83 8,06 +1,00 a 84,38 2
TCS 103 8,09+145a 84,33 1
TCS 85 9,56+1,67b 81,47 1
TCS 88 9,75+1,25b 81,09 2
TCS 80 9,99+1,440b 80,64 2
TCS 86 10,72+2,26 b 79,22 2
TCS 91 10,77 £2,72 b 79,12 2
TCS 87 11,48+291b 77,75 2
Controle 51,63+9,53¢c - -
CV (%) 7,99

(MValores seguidos pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo, segundo o teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade; @Classe 1: Trichoderma cresce sobre o patdégeno e ocupa
toda a superficie do meio; Classe 2: Trichoderma cresce sobre pelo menos 2/3 da superficie do
meio; Classe 3: Trichoderma ocupa aproximadamente metade da superficie do meio; Classe 4:
Trichoderma cresce sobre 1/3 da superficie do meio; Classe 5: Trichoderma néo cresce e o

patdégeno ocupa toda a superficie da placa. Controle - crescimento de Foc sem Trichoderma.
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Os demais isolados também revelaram potencial para o controle de Foc,
sendo agrupados na classe 2 da mesma escala. O antagonista é classificado como
eficiente com nota 2,0 quando crescem sobre todo 0 meio ou muito eficiente com a
nota 1,0 quando cresce sobre o0 meio e o patégeno (ETHUR, 2006). Entretanto,
observa-se que todos os isolados causaram de 77,75 a 88,05% de inibicdo do

crescimento micelial de Foc.

Nos testes de metabdlitos volateis os isolados TCS 97, TCS 87, TCS 101,
TCS 85, TCS 103, TCS 86, TCS 96, TCS 98, TCS 94 e TCS 91 apresentaram as
maiores porcentagens de inibicdo do crescimento micelial (ICM%) sobre o patégeno
(Foc), com valores entre 40 e 50% de inibicéo (Tabela 6).
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Tabela 6. Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) e porcentagem de

inibicdo do crescimento micelial (ICM%) de Foc, obtidos pelos métodos de deteccéo

de metabdlitos volateis (MV) e metabdlitos néo volateis (MNV).

MV MNV
Isolados AACCM ICM (%) AACCM ICM (%)
TCS 97 92,50a 50,00 1,95a 83,32
TCS 87 100,11a 45,89 2,54Db 78,29
TCS 101 105,52a 42,97 2,02 a 82,68
TCS 85 105,94a 42,74 290b 75,16
TCS 103 106,40a 42,49 2,28 a 80,53
TCS 86 107,51a 41,89 1,99a 82,93
TCS 91 107,66 a 41,81 2,42 b 79,33
TCS 98 108,00 a 41,62 2,11a 81,98
TCS 96 108,36 a 41,43 1,88 a 83,88
TCS 94 109,87a 40,61 2,64 b 77,41
TCS100 112,74a 39,06 1,94 a 83,45
TCS 93 11426 a 38,24 2,76 b 76,43
TCS 84 11498a 37,86 2,00 a 82,88
TCS 102 116,09a 37,25 2,08 a 82,22
TCS 99 118,68a 35,85 2,17 a 81,47
TCS 95 127,11a 31,30 2,25 a 80,72
TCS 90 129,24a 30,15 2,87b 75,43
TCS 82 13598b 26,50 2,33 a 80,75
TCS 81 137,84b 25,55 2,12 a 81,81
TCS 92 14436 b 21,98 1,90 a 83,75
TCS 83 15551 b 15,95 3,42 c 70,76
TCS 80 159,79b 13,64 2,02 a 82,71
TCS 89 - - 1,79 a 83,37
Controle 185,03 c - 11,70d -
C.V.(%) 13,55 10,01

As médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade. Controle - crescimento de Foc sem Trichoderma.

Todos os isolados de Trichoderma sp. causaram acima de 70% de inibigéo do

crescimento micelial de Foc pela agdo de compostos ndo volateis (Tabela 6).

Também todos os isolados de Trichoderma cresceram nos substratos com

subproduto da mandioca (SM) e com subproduto da pelicula da améndoa de cacau
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(PAC). Os dois subprodutos agricolas incorporados ao substrato como fonte de
matéria organica proporcionaram o crescimento do antagonista e a inibicdo do
patégeno. A inibicdo do patégeno pelos isolados de Trichoderma variou com o tipo
de matéria organica e o isolado deste fungo antagonista (Tabela 7). Apenas nos
tubos com os isolados TCS 92 e TCS 97 e com PAC como fonte de matéria organica

nao houve o crescimento de Trichoderma sobre o patégeno.

Tabela 7. Colonizacdo micelial de Foc (CMF) por volume de substrato (cm3) e
Inibicdo do crescimento de Foc (ICF%).

Isolados de PAC SM
Trichoderma sp. CMF(cm3)  ICF (%) CMF (cm3)  ICF (%)
TCS 87 13,43+x7,06a 78,81 57,98+ 0,70b 13,09
TCS 103 21,21 £534 a 66,64 57,96 £3,93 b 13,07
TCS 85 37,69 +26,61b 40,52 57,25+3,67b 14,13
TCS 84 40,05+ 24,93 b 36,8 2592+10,80a 61,13
TCS 96 40,29 £16,71b 36,43 57,96 £11,68b 13,07
TCS 99 48,77 £4,30 b 23,04 34,87+ 24,09 a 47,7
TCS 98 49,95 +6,33 b 21,18 59,85+3,26 b 10,24
TCS 92 57,72+ 4,08 c 8,92 45,00+ 14,49a 14,49
TCS 101 59,14 + 6,01 c 6,69 58,00£0,0b 13.15
TCS 97 60,32 +£11,92c 4,83 55,13+1,22b 17,31
Controle 63,37+ 3,89 C - 66,67 £ 1,47c -
CV.% 14,09 - 18,06 -

Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. CMFoc: Colonizacao micelial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense;
ICF: inibicdo de crescimento de Foc; SM: subproduto da mandioca; PAC: pelicula da améndoa de
cacau. Controle — crescimento de Foc sem Trichoderma.

A inibicdo do crescimento de Foc (ICF) foi maior com o isolado TCS 87
(78,81%) e o isolado TCS 103 (66,64%), sendo também estes isolados os que
promoveram a maior colonizacao no substrato com a pelicula de améndoa de cacau,
com 86,57cm3 e 78,79cm3, respectivamente. No substrato com o subproduto da
mandioca a coloniza¢&o foi maior com os isolados TCS 84, TCS 99 e TCS 92 com

inibicdo de 61,13%, 47,4% e 14,49% respectivamente (dados ndo apresentados).

Para os estudos de controle do mal do Panama em mudas de bananeira
foram selecionados os isolados TCS 85, TCS 87, TCS 97, TCS 101 e TCS 103 e

acrescentou-se o isolado TCS 29 selecionado por Souza (2016) para o controle
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desta doenca em mudas de bananeira. Estes isolados de Trichoderma sp. foram
identificados pelas caracteristicas morfoldgicas e por sequenciamento do DNA,
como Trichoderma harzianum e T. asperellum (Tabela 8).

Tabela 8. Identificagdo molecular dos isolados de Trichoderma selecionados para
utilizacdo em casa de vegetacao.

Isolado Tamanho Cobertura Identidade? Taxonomia N° de acesso?®
TCS29 483 100% 100% Trichoderma harzianum KR232487.1; KM875463.1
TCS85 577 99% 99% Trichoderma asperellum KT336508.1
TCS87 423 100% 100% Trichoderma asperellum KM103338.1
TCS97 434 100% 100% Trichoderma asperellum JQO013144.1
TCS101 540 100% 100% Trichoderma asperellum JN004173.1
TCS103 512 99% 98% Trichoderma asperellum KU497723.1

Os tratamentos com T. harzianum (TCS 29) e T. asperellum (TCS 85, TCS
87, TCS 101 e TCS 103) e a adicao do subproduto de pelicula da améndoa de
cacau promoveram os melhores resultados em termos de promoc¢ao de crescimento
das mudas de bananeira (Tabela 9). Dos tratamentos com o0 subproduto da
mandioca, os isolados TCS 29 e TCS 85 promoveram maior producdo de matéria
seca da raiz, maior altura, diametro do pseudocaule e volume de raizes (Tabela 9).

Sem os subprodutos agricolas, apenas os isolados TCS 97 e TCS 101 de T.
asperellum promoveram o aumento significativo da altura da planta e diametro do
pseudocaule. O isolado TCS 85 de T. asperellum promoveu 0 aumento da massa
seca das raizes, o isolado TCS 87 desta mesma espécie promoveu 0 aumento na
massa seca e volume das raizes e didmetro do pseudocaule, e o TCS 103
promoveu o aumento do didmetro do caule. Nao foi observado um efeito benéfico do

isolado TSC 29 sem a adi¢éo do subproduto agricola ao solo.
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Tabela 9. Matéria seca da parte aérea (MSA), matéria seca da raiz (MSR), matéria seca total (MST), altura (ALT), didametro abaixo
do colo (DAC) e volume da raiz (VOL) de mudas de bananeira, apés 60 dias de inoculacdo com os isolados de Trichoderma e Foc
(Fusarium oxysporum f. sp. cubense), em condi¢des de casa de vegetacao.

Trichoderma M.O. MSA (9) MSR (g) MST (g) ALT (cm) DAC (cm) VOL (cms3)
TCS 29 - 2,38+0,62a 1,20 £ 0,73a 3,58 +1,14a 25,40 £ 2,07a 1,20 £ 0,07a 10,00 £ 2,00a
TCS 85 - 2,63 + 0,96a 1,90+ 0,77b 4,53 +1,57a 22,20 £ 9,07a 1,20 £ 0,39a 15,20 £ 5,59b
TCS 87 - 2,65 + 1,36a 2,65+ 2,92b 5,30 + 3,82a 23,20 £ 5,22a 1,36 +0,19b 22,60 £ 2,79c¢
TCS 97 - 2,82+211a 1,67 +1,67a 4,49 + 3,63a 26,70 + 4,76b 1,58 +0,29b 15,20 £ 10,35b
TCS 101 - 3,46 £ 2,11a 1,03 + 0,85a 4,49 + 2,76a 26,76 + 8,78b 1,54 +0,42b 13,60 £ 7,13b
TCS 103 - 1,41 +0,27a 0,85 + 0,50a 2,26 + 0,61a 23,60 + 3,29a 1,32+0,11b 9,20 + 4,15a
TCS 29 RM 3,05+1,47a 1,93 + 1,60b 4,98 + 2,55a 30,90 £ 5,48b 1,52 +0,28b 24,28 + 8,16¢
TCS 85 RM 3,04 £0,83a 2,09 +1,06b 5,13 +1,10a 30,06 + 1,89b 1,34 +0,05b 13,20 £ 3,03b
TCS 87 RM 2,45 £ 2,23a 1,21 +0,77a 3,66 £ 2,28a 28,38 * 4,45b 1,28 +0,16a 14,40 £ 6,69b
TCS 97 RM 1,16 £ 0,42a 0,65 + 0,23a 1,81 +£0,31a 21,94 + 2,43a 1,08 + 0,08a 6,40 + 3,29a
TCS 101 RM 1,49 + 0,67a 0,97 £ 0,47a 2,46+ 1,11a 23,44 + 3,75a 1,10 £ 0,14a 12,40 + 3,85b
TCS 103 RM 1,97 £0,73a 1,31 +0,48a 3,28 +1,14a 25,00 = 2,89a 1,28 +0,08a 16,80 * 3,63b
TCS 29 PC 6,26 +1,82b 3,13 +2,29b 9,39 + 3,53b 47,13 £1,58c 2,14 +0,11d 29,60 + 14,79c
TCS 85 PC 3,87 £ 2,44a 3,86 +1,82b 7,73 +3,52b 43,88 + 8,04c 1,72 £ 0,36¢ 27,60 £ 6,39¢
TCS 87 PC 9,59 +5,41b 2,70 £1,29b 12,29 + 6,63b 49,70 + 8,03c 2,56 +0,44d 27,20 £ 8,32c
TCS 97 PC 2,38 +1,85a 0,99 + 0,85a 3,37 +2,69a 34,20 +11,17b 1,24 £+ 0,43a 23,20 + 6,26¢C
TCS 101 PC 6,36 + 4,10b 2,67 +2,29b 9,03 +6,01b 48,20 + 6,01c 1,86 = 0,30c 24,40 = 10,71c
TCS 103 PC 7,03 +2,44b 2,78 £0,76b 9,81 +2,76b 45,88 + 0,93c 2,10 +0,22d 26,80 £ 5,40c
Controle - 2,56 +1,32a 1,40 =+ 0,63a 3,96 + 1,70a 27,60 * 3,66b 1,42 +0,36b 16,00 £ 6,93b

C.V.% 19,9 22,34 25,32 5,91 11,06 12,89

As médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de

Scott-Knott a 5%

de probabilidade.
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O diametro do pseudocaule foi maior para os tratamentos com TCS 87, TCS
29 e TCS 103 combinado com a incorporacdo ao solo do subproduto de pelicula de
cacau, sendo de 2,56 cm, 2,14 cm e 2,10 cm respectivamente.

Para avaliacdo dos parametros de crescimento, de qualidade das mudas e o
controle da doenca foi calculada a relagéo entre altura da planta e diametro do caule
(RAD), entre a parte aérea e raiz (RPAR), o indice de qualidade de Dickson e o
indice de severidade da doenca (Tabela 10). No tratamento com a adicdo da
pelicula de cacau em solo infestado com Fusarium e Trichoderma asperellum (TCS
97), o indice de qualidade da muda (indice de Dickson) foi muito baixo (0,11). O
indice de qualidade da muda foi superior com valores de 0,39; 0,29; 0,46; 0,31 e
0,40 para os tratamentos com pelicula de cacau combinada com os isolados T.
harzianum (TCS 29) e T. asperellum (TCS 85, TCS 87, TCS 101 e TCS 103),
respectivamente. Os tratamentos com TCS 29, TCS 87 e TCS 103 foram
significativamente superiores aos tratamentos com TCS 85 e TCS 101. O tratamento
com o isolado TCS 85 e sem o subproduto agricola proporcionou um indice de
qualidade da muda de 0,29, o qual foi semelhante aos valores observados para esse

isolado e para o isolado TCS 101 com pelicula de cacau (Tabela 10).
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TABELA 10. Parametros de crescimento e qualidade de mudas de bananeira:
Relacdo entre altura da planta e didametro do pseudocaule (RAD), matéria seca da
parte aérea e raizes (RPAR), indice de qualidade de Dickson (IQD), e indice de
severidade (IS) em funcdo dos dois tipos de substratos e dos isolados de

Trichoderma.

TRATAMENTOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO
Trichoderma M.O. RAD RPAR IQD IS
TCS29 - 21,16 + 2,70b 1,98+0,93a 0,15+ 0,05a 66,00 + 20,74b
TCS85 - 18,50 + 3,73a 1,38+0,83a 0,22+0,11b 48,00 + 31,14b
TCS87 - 17,05 + 4,14a 1,00+£0,93a 0,29+0,37c 14,00 + 13,42a
TCS97 - 16,89 + 2,61a 1,68 +£0,87a 0,24 +0,22b 66,00 + 33,62b
TCS101 - 17,37 + 2,33a 3,35+3,09c 0,21+0,14b 60,00 + 38,08b
TCS103 - 17,87 +2,19a 1,65+0,73a 0,11 £ 0,04a 76,00 + 18,17b
TCS29 RM 20,32 + 2,80a 158+1,79a 0,22 +0,14b 44,00 + 36,47b
TCS85 RM 22,43 +2,19b 1,45+0,91a 0,21 +0,06b 34,00 + 37,82a
TCS87 RM 22,17 +4,70b 2,02+196b 0,15+ 0,06a 72,00 + 16,43b
TCS97 RM 20,31 +1,31a 1,78+ 1,34a 0,08 +0,01a 64,00 + 11,40b
TCS101 RM 21,30 +5,18b 1,53+0,36a 0,10 £ 0,05a 62,00 + 25,88b
TCS103 RM 19,53 + 1,90a 1,50+ 0,45a 0,15+ 0,06a 44,00 + 27,93b
TCS29 PC 22,02 +0,88b 2,00+1,35b 0,39+0,17d 8,00 + 10,95a
TCS85 PC 25,51 +4,41b 1,00+1,02a 0,29+0,16¢c 18,00 + 16,43a
TCS87 PC 23,00 + 2,95b 355+1,19¢c 0,46 +£0,27d 4,00 +5,48a
TCS97 PC 27,58 + 8,14b 240+1,77b 0,11 £0,10a 44,00 + 27,93b
TCS101 PC 25,91 +5,52b 2,38+1,98b 0,31 +0,24c 8,00 + 8,37a
TCS103 PC 21,84 + 2,08b 252+1,11b 0,40+0,11d 6,00 + 5,48a
Controle - 19,43 + 6,30a 1,82+1,10a 0,18 +0,05a 88,00 + 13,04b
CV.% 5,48 6,62 13,52 32,38

As médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

Os menores indices de severidade da doenca foram obtidos nos tratamentos
com T. asperellum (isolado TSC 87), com e sem a adicdo do subproduto de pelicula
de cacau. Com esse subproduto e o isolado TSC 87, o indice de doenca caiu de 14
para 4, sendo o indice mais baixo observado neste trabalho. Os tratamentos com T.
asperellum (isolado TSC 85) e os dois subprodutos incorporados ao solo
promoveram indices baixos da doenca. Os isolados TSC 29, TCS 85, TCS 87, TSC
101 e TSC 103 promoveram indices baixos da doenca, nos tratamentos com a
incorporacao do subproduto de pelicula de cacau (Tabela 10). Estes indices baixos

da doenca promovidos pelos tratamentos acima indicados corresponderam também
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aos melhores indices de qualidade da muda, com destaque para os tratamentos
com os isolados T. harzianum (TCS 29) e T. asperellum (TCS 87 e TCS 103) com a
adicdo ao solo do subproduto de pelicula de cacau. A combinacdo da incorporagao
de pelicula de cacau e espécies selecionadas de Trichoderma promoveu uma
melhoria na qualidade das mudas como resultado do controle da doenga e o melhor

crescimento destas.

indices elevados de doenca foram observados nos tratamentos contendo
apenas Trichoderma, exceto para o tratamento com T. asperellum (isolado TSC 87).
Nos tratamentos com Trichoderma e a incorporacdo do subproduto da mandioca, o
indice da doenca foi elevado, inclusive para o tratamento com TSC 87 (Tabela 10).
Este isolado (TSC 87) foi eficiente no controle da doenca e promocdo de
crescimento das mudas de bananeira quando aplicado sem matéria organica ou com

o subproduto de pelicula de cacau como fonte de matéria organica.

Nas avaliacbes do crescimento das mudas em solo com e sem matéria
organica, sem Trichoderma, infestado ou ndo com Foc observou-se o efeito superior
do tratamento com a adicdo ao solo do subproduto de pelicula de cacau (Tabela 11).
Os melhores resultados em relagcédo ao crescimento das mudas de bananeira foram
com os tratamentos em solo ndo infestado com Foc e com a adicdo da pelicula de
subproduto de cacau, com quase o dobro do valor de indice de qualidade da muda.
Entretanto, o crescimento das mudas na presenca de Foc e com a adicdo da
pelicula de cacau atingiu valores semelhantes aqueles observados nas mudas

produzidas em solo sem Foc e sem matéria organica (Tabela 11).
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TABELA 11. Matéria seca da parte aérea (MSA), matéria seca da raiz (MSR), matéria seca total (MST), altura (ALT), didametro do
pseudocaule (DAC) e volume da raiz (VOL) de mudas de bananeira e parametros de crescimento e qualidade das mudas: Relac&o
entre altura da planta e diametro do coleto (RAD), matéria seca da parte aérea e raizes (RPAR), indice de qualidade de Dickson
(IQD), e indice de severidade (IS) apdés 60 dias de inoculacdo com Fusarium oxysporum f. sp. cubense e adicdo de matéria

organica, em de casa de vegetagao.

Tratamentos MSA (g) MSR (g) MST (g) ALT (cm) DAC(cm) VOL (cm?3) RAD RPAR IQD IS
C1 255+1,32a 0,89+0,63a 3,96+1,70a 27,60+3,66% 142+0,36a 16,00+6,93a 20,51+6,30a 2,04+1,10a 0,17 +0,05a 88+ 13,04c
c2 259+057a 1,05+1,70a 5,22+1,9l1a 28,18+1,36®@ 156+0,19a 20,80+3,03a 18,25+2,14a 1,35+0,84a 0,26 +0,10b 0+0a
C3 16,55 + 3,67c 4,25+0,59¢c 20,60+ 3,59c 58,20+295¢c 2,12+0,11b 38,80+5,02c 27,50+ 1,75b 4,18 +1,24b 0,64 +0,08c 0+0a
C4 203+1,67a 056+058a 3,34+2,16a 26,10+4,872 142+0,22a 15,60+4,34a 18,94+549a 1,45+0,6la 0,17+0,11a 88+ 13,04c
C5 548 +6,30a 1,02+0,64a 6,66+6,93a 43,80+11,43b 1,36+0,05a 22,80+ 11,97b 32,20+8,10b 3,86 +2,13b 0,16 +0,12a 44 +27,93b
C6 6,78+0,69b 3,59+0,73b 9,08+1,01b 42,00+1,00b 1,82+0,20b 23,60+4,98b 23,33+2,91a 3,14 +0,86b 0,35+ 0,08b 0+ 0a
CV % 15,19 14,67 19,28 14,57 8,75 8,17 6,26 16,7 7,92 3,27

C1 - solo com Foc e sem matéria orgéanica; C2 — solo sem Foc e com subproduto da mandioca; C3 — solo sem Foc e com pelicula de cacau; C4 - solo
com Foc e com subproduto da mandioca; C5 — solo com Foc e com pelicula de cacau; C6 — solo sem Foc e sem matéria organica; CV — coeficiente de
variacdo. As médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Na andlise dos componentes principais (ACP) (Figura 1), 85,03% da
variancia pode ser explicada pelo componente principal 1 (ACP 1) e o
componente principal 2 (ACP 2). ACP 1 concentrou 74,54% da variabilidade
contida nas variaveis: matéria seca da parte aérea (MSA), matéria seca da raiz
(MSR), matéria seca total (MST), matéria fresca da parte aérea (MFA), matéria
fresca da raiz (MFR), matéria fresca total (MFT), altura (ALT), diametro abaixo do
colo (DAC) e volume da raiz (VOL), indice de qualidade de Dickson (IQD), e
indice de severidade (IS). O segundo componente principal (ACP 2) concentrou
10,49% da variabilidade contida nos parametros: relacdo entre altura da planta e
didametro do coleto (RAD), matéria seca da parte aérea e raizes (RPAR).

Mapa de fatores para as variaveis (ACP)
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Figura 1. Andalise de componentes principais (ACP) com as variaveis: matéria
seca da parte aérea (MSA), matéria seca da raiz (MSR), matéria seca total (MST),
matéria fresca da parte aérea (MFA), matéria fresca da raiz (MFR), matéria fresca
total (MFT), altura (ALT), diametro abaixo do colo (DAC) e volume da raiz (VOL),
relacdo entre altura da planta e didmetro do coleto (RAD), matéria seca da parte
aérea e raizes (RPAR), indice de qualidade de Dickson (IQD), e indice de
severidade (IS), utilizadas na selecdo de isolados de Trichoderma sp. e de

subproduto agricola para controle do mal do Panama.
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A RAD foi positivamente correlacionada com a RPAR. Assim como MSA,
MSR, MST, ALT, DAC, VOL, 1QD, MFR, MFA, MFT correlacionaram-se
positivamente. O indice de severidade da doenca (IS) ndo se agrupou a nenhuma

outra variavel.

Através da andlise de agrupamento hierarquico (Figura 2), os tratamentos
foram agrupados, formando clusters de acordo com o grau de similaridade entre
eles, ou seja de acordo com o menor indice da doenca ou auséncia da doenca e
o0 crescimento da planta. Os tratamentos 21, 14 e 15 foram os melhores
tratamentos em relacdo a todas as variaveis analisadas. Os tratamentos 14 e 15
foram eficientes no controle do mal do Panama. O tratamento 21 tem apenas a
incorporacdo ao solo da pelicula da améndoa de cacau (PAC) como fonte de
matéria organica, sem inoculacdo do patégeno e nem do antagonista. Os
tratamentos 14 e 15 integram os isolados TCS 85 e TCS 87 de T. asperellum

respectivamente, mais a incorporacao ao solo de PAC e o patdgeno no solo.

Os tratamentos 18, 13, 17 e 24 formaram um cluster, ndo havendo
diferenca entre os trés primeiros tratamentos (18,13 e 17) e o tratamento controle
(24 - sem nenhuma adicdo de subprodutos agricolas e sem infestacdo de Foc e
Trichoderma). O ultimo cluster contendo os tratamentos 12, 2, 8 e 7 indica o0s
piores tratamentos em ralacdo a todas as variaveis analisadas e ao controle da

doenca.
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Distancia

Agrupamento Hierarquico

Classificacédo Hierarquica

Tratamentos:

1-TCS 29 + Foc;

- TCS 85 + Foc;

- TCS 87 + Foc;

- TCS 97 + Foc;

- TCS 101 + Foc;

- TCS 103 + Foc;

- TCS 29 + Foc + SM;

- TCS 85 + Foc + SM;

- TCS 87 + Foc + SM;
10 - TCS 97 + Foc + SM;
11 - TCS 101 + Foc + SM;
12 - TCS 103 + Foc + SM;
13- TCS 29 + Foc + PAC;
14 - TCS 85 + Foc + PAC;
15 - TCS 87 + Foc + PAC;
16 - TCS 97 + Foc + PAC;
17- TCS 101 + Foc + PAC;
18 - TCS 103 + Foc + PAC;
19 - Foc;

20 - SM;

N 21 - PAC;

22 - Foc + SM;

23 - Foc + PAC;

24 - Sem inéculos e sem
subprodutos agricolas.
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Figura 2. Representacdo grafica da analise de agrupamento (dendograma) dos
24 tratamentos em funcéo de todas as variaveis analisadas: matéria seca da parte
aérea (MSA), matéria seca da raiz (MSR), matéria seca total (MST), altura (ALT),
diametro abaixo do colo (DAC) e volume da raiz (VOL), relacéo entre altura da
planta e diametro do coleto (RAD), matéria seca da parte aérea e raizes (RPAR),

indice de qualidade de Dickson (IQD), e indice de severidade (IS).

O correlograma (Figura 3) indica as associacdes negativas entre IS e todas
as outras variaveis, sendo elas inversamente proporcionais. A correlacao entre IS
e MFR, assim como IS e MSR é negativa. As outras variaveis que nao o IS
apresentam correlagéo positiva. Por exemplo, MSA e MST, MRA e MFT, MFT e
MFR indicam as correlagbes positivas mais fortes entre as variaveis analisadas.
Quando correlacionadas RPAR e MSR, RAD e IQD, RAD e DAC as associacdes

sao fracas.
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Figura 3. Correlograma das variaveis avaliadas em experimento em casa de
vegetacdo. A cor vermelha indica uma correlacdo negativa entre as variaveis, azul
uma correlacdo positiva. O tamanho da fatia da pizza e a intensidade da cor
indicam a forca da associacdo entre as variaveis. indice de severidade (IS) da
doenca, relacdo entre altura da planta e didametro do coleto (RAD), matéria seca
da parte aérea e raizes (RPAR), altura (ALT), matéria seca da parte aérea (MSA),
matéria fresca da parte aérea (MFA), matéria seca total (MST), matéria fresca
total (MFT), volume da raiz (VOL), matéria fresca da raiz (MFR), diametro abaixo
do colo (DAC), indice de qualidade de Dickson (IQD), matéria seca da raiz (MSR).

A colonizagdo das mudas de bananeira pelos isolados de Trichoderma foi
observada em 100% dos fragmentos de raiz, caule e folha. Também foi
observada a colonizagéo do solo pelo patogeno em baixas concentracdes (102) e

pelos isolados de Trichoderma em concentracGes mais altas (106).
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DISCUSSAO

Nos testes in vitro de pareamento, todos os isolados de Trichoderma sp.
mostraram-se eficientes na inibicdo do patdgeno, sendo considerados potenciais
agentes de biocontrole. A inibicdo do crescimento de Fusarium oxysporum f.sp.
cubense por Trichoderma sp. foi acima de 77,75% (Tabela 5) em relacdo ao
crescimento micelial e ocorreu pela acdo de compostos volateis e ndo volateis
(tabela 6) e também pelo crescimento do antagonista sobre o patdgeno (tabela 5),
indicando possivel acdo por antibiose, competicédo e hiperparasitismo.

De acordo com BOSAH et al., (2010), nos testes de pareamento pode-se
observar a colonizacao rapida das estruturas do patégeno, indicando o potencial
de acdo por competicdo e hiperparasitismo. Espécies do género Trichoderma
apresentam mecanismos de acdo como antibiose, parasitismo, competicdo por
espaco e nutrientes, além de atuarem em alguns casos na promocao do
crescimento de plantas e na indugao de resisténcia a doengcas (HARMAN, 2004).
Esses mecanismos de acdo podem variar entre microrganismos de uma mesma
espécie (MARTINS-CORDER; MELO, 1998; CARVALHO et al., 2011).

No presente trabalho os diferentes isolados de Trichoderma sp.
apresentaram diferencas na eficiéncia de biocontrole. A producdo de substancias
toxicas, metabdlitos volateis e ndo volateis, como alguns acidos e enzimas fazem
parte do mecanismo de antibiose, capazes de inibir a acdo do fitopatégeno
(REINO et al., 2008; LOUZADA et al., 2009).

No substrato com subprodutos agricolas, os isolados selecionados de
Trichoderma apresentaram capacidade de colonizacdo deste e inibicdo de Foc
(Tabela 7), sendo a pelicula de améndoa de cacau o subproduto mais eficiente,
com as maiores porcentagens de inibicdo quando comparado ao substrato
contendo subproduto da mandioca. A adicdo de matéria organica ao solo fornece
fontes de nutrientes que favorecem a colonizacdo de antagonistas presentes no
solo (LEANDRO et al., 2007). O efeito gerado pela matéria organica difere
conforme suas caracteristicas (CASTANO et al., 2011; SAISON et al., 2005). O
sucesso da colonizagao do substrato pelos isolados de Trichoderma e inibicao de
Foc pode estar associado também a producédo de metabdlitos secundarios pelo
Trichoderma sp. e, também ao fato de alguns isolados terem crescido sobre o

Fusarium no substrato, indicando possivel mecanismo de hiperparasitismo.
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O subproduto PAC também promoveu os melhores resultados em termos
de crescimento das plantas e controle do mal do Panama, de forma isolada e
combinado com Trichoderma (isolados TCS 85, TCS 87, TCS 103, TCS 29 e TCS
101). Algumas espécies do género Trichoderma séo responsaveis por solubilizar
e disponibilizar para a planta o ferro, cobre, zinco, fosforo e manganés presentes
no solo. Outras podem melhorar os mecanismos de absor¢do, aumentando a
eficiéncia da planta na utilizacdo de nutrientes essenciais (ALTOMARE et al.,
1999). Também podem aumentar a superficie total do sistema radicular,
possibilitando um maior acesso aos minerais (HARMAN, 2004).

O potencial de T. asperellum incorporado a um composto de residuo
agricola na supressividade da murcha de Fusarium em plantas de cravos
(Dianthus caryophyllus L.) ornamentais foi relatada por Sant et al., (2010). A
incorporacdo de PAC resultou em maiores acumulos de MSA, MSR, MST, ALT,
DAC e VOL, com excegédo do tratamento 16 que nao diferiu estatisticamente dos
tratamentos com SM e daqueles sem matéria organica.

Outros parametros de crescimento como RAD, RPAR, IS e a qualidade das
mudas também foram avaliados (Tabela 10). Para o calculo do 1QD sao levados
em consideracdo a robustez e o equilibrio da distribuicio de biomassa
(CALDEIRA et al., 2005; CALDEIRA et al., 2007). Quanto maior o IQD, melhor é
a qualidade da muda (CALDEIRA et al., 2012). Contudo, o indice de qualidade
pode variar conforme a espécie, 0 manejo das mudas, tipo e quantidade do
substrato, volume do recipiente e idade das mudas (GOMES et al., 2013). O IQD
foi maior nos tratamentos com os isolados de T. harzianum (TCS 29) e de T.
asperellum (TCS 87 e TCS 103), respectivamente, em combinacdo com o
subproduto da PAC. Os menores IS da doenca foram observados nos
tratamentos com PAC, indicando que este subproduto da fabricagdo do chocolate
tem enorme potencial para uso na agricultura, na indugcdo de supressividade ao
mal do Panama e, em combinagdo com T. harzianum (TCS 29) e T. asperellum
(TCS 87 e TCS 103) promove um controle eficiente desta doenca em mudas de
bananeira.

O género Trichoderma apresenta uma grande diversidade metabdlica e,
mesmo dentro da mesma espécie, ha um alto nivel de complexidade (LOPES et
al., 2012). Trichoderma harzianum e T. asperellum sdo as espécies do género

Trichoderma mais prevalentes no pais. T. harzianum € uma espécie bastante
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conhecida e utilizada em cerca de 50 formulados utilizados no controle biol6gico
por todo o mundo (WOO, 2006).

Sem a presenca do patégeno e sem Trichoderma, o PAC promoveu o
melhor desenvolvimento das plantas, o que pode estar associado a
disponibilidade de nutrientes. O tratamento com Foc e a incorporacao de PAC ao
solo apresentou resultados semelhantes ao tratamento sem adi¢cédo de PAC e sem
Foc, demonstrando o efeito positivo e significativo da adicdo do subproduto de
pelicula de cacau em solo infestado com Fusarium, superando o efeito negativo
da infestacéo por este patdgeno.

Na analise de componentes principais (Figura 1), a variavel IS ndo se
agrupou com nenhuma outra variavel, uma vez que o indice de severidade da
doenca esta inversamente correlacionado com o indice de qualidade da muda
(indice de Dickson), afetando todos os parametros de crescimento da muda.

O dendograma (Figura 2) agrupa os tratamentos em funcdo do padrao de
similaridade, ou seja, quanto maior a distancia, maior € a diferenca entre os
tratamentos. O tratamento com a pelicula da améndoa de cacau (PAC) como
fonte de matéria orgéanica, sem inoculacdo do patégeno nem do antagonista
(tratamento 21) é o melhor tratamento e ndo forma clusters com nenhum outro,
indicando o efeito positivo e significativo da adicdo do subproduto de pelicula de
cacau ao solo. Entretanto, os tratamentos 14 e 15, ambos com infestacdo de Foc,
mas com a incorporacado de PAC e de Trichoderma asperellum estdo préximos ao
tratamento 21 no dendograma, demonstrando que a inoculacédo de T. asperellum
(TCS 85 e TCS 87) combinada com este subproduto agricola promoveu o controle
do mal do Panama. Fontes de matéria organica influenciam positivamente na
eficacia dos agentes de controle biolégico, potencializando a colonizacdo e a acao
do antagonista (GAVA; PINTO, 2016).

Os tratamentos 18,13 e 17 com os isolados TCS 103, TCS 29, TCS 101 em
solo infestado com Foc e com a incorporagdo de PAC apresentaram resultados
semelhantes ao tratamento 24 (sem nenhuma adi¢cdo de matéria organica e sem
infestacdo com Foc e sem Trichoderma), formando um anico cluster, indicando
que o crescimento das mudas de bananeira na presenca do patdégeno €
semelhante a um tratamento sem Foc. Houve o controle da doenca, no entanto

nao tao eficiente como obtido com os isolados T. asperellum TCS 85 e TCS 87.
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O correlograma (Figura 3) assim como a analise de componentes principais
(Figura 1) indica o IS como inversamente proporcional as outras variaveis, ou
seja, a doenca, avaliada pelo IS, é o fator que mais afeta negativamente o
crescimento da planta e, consequentemente, a qualidade das mudas de
bananeira. A cor vermelha na correlacdo entre IS e todas as outras variaveis
demonstram essa correlagdo inversa. IS e RAD, IS e RPAR formam as
correlagdes negativas mais fracas quando relacionamos todos os resultados das
correlacdes de IS

As demais variaveis quando correlacionadas entre si, apresentam cor azul,
indicando uma correlacdo positiva, o que indica que uma variavel influencia
positivamente a outra variavel, estando estas relacionadas ao crescimento da
planta e, consequentemente, a qualidade da muda de bananeira, que por sua vez

estdo inversamente relacionadas ao IS da doenga.
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CONCLUSOES

Os isolados de Trichoderma sp. crescem em substratos com subproduto da

mandioca e subproduto da pelicula da améndoa de cacau.

Os isolados de T. asperellum TSC 85, TSC 87, TSC 101 e TSC 103
apresentaram potencial para o controle in vitro de Fusarium oxysporum f. sp.

cubense.

O subproduto de pelicula da améndoa de cacau promove o crescimento de

mudas de bananeira e o controle do mal do Panama.

O subproduto da mandioca ndo promove o crescimento de mudas de

bananeira e nem o controle do mal do Panama.

Trichoderma asperellum (isolado TCS 87) de forma isolada ou combinado
com subproduto de pelicula da améndoa de cacau promovem o controle do mal
do Panama em mudas de bananeira e, com a adi¢do da pelicula da améndoa de

cacau, o crescimento das mudas & maior.

Trichoderma asperellum (TCS 85, TCS 87, TCS 103 e TCS 101) e T.
harzianum (TCS 29) combinados com a incorporacdo ao solo do subproduto de

pelicula da améndoa de cacau promovem o controle do mal do Panama.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Trichoderma asperellum (isolados TCS 85, TCS 87, TCS 101 e TCS 103)
apresenta potencial para o controle in vitro de Fusarium oxysporum f.sp. cubense
(Foc). Estes isolados crescem em substrato com os subprodutos do
descascamento da mandioca (SM) e a pelicula da améndoa de cacau (PAC)
como fontes de matéria organica. Os isolados TCS 103 e TCS 87 inibem
significativamente o crescimento de Foc no substrato de areia com o subproduto
da PAC.

Trichoderma asperellum (isolados TCS 85, TCS 87, TCS 103, TCS 101) e
T. harzianum (isolado TCS 29) foram os mais eficientes no controle do mal do
Panama em mudas de bananeira produzidas em solo infestado com Foc e com a
adicdo do subproduto de PAC na concentracdo de 10g para cada 1 kg de solo.
Este subproduto promove o crescimento das mudas de bananeira e o controle do
mal do Panam4, gerando mudas de bananeira Prata And com melhores indices
de qualidade, pelo indice de Dickson.

Sem a PAC apenas o isolado de T. asperellum TCS 87 promoveu o
controle do mal do Panama e o crescimento das mudas de bananeira. A
inoculacdo de Trichoderma integrada a incorporacdo ao solo de uma fonte de
matéria organica sao praticas que contribuem para o manejo integrado da
bananeira e do mal do Panama. Os isolados de Trichoderma selecionados sdo
produtores de substancias volateis e ndo volateis com acéo inibitéria ao Fusarium.

Diante disso, recomenda-se para a producdo de mudas, um substrato com
pelicula da améndoa de cacau e Trichoderma asperellum (isolados TCS 85, TCS
87).
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