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RESUMO

A disponibilizacdo de mudas de cajueiro-ando em quantidade e com alta qualidade é
fundamental para atender a demanda promovida pela retomada da cajucultura no Brasil.
Dentre as diversas tecnologias existentes, a utilizacdo de insumos bioldgicos como o
Trichoderma pode ser uma alternativa para a producdo de mudas de cajueiro-ando de
qualidade. Assim, objetivou-se avaliar a capacidade de cepas de Trichoderma em promover o
crescimento de porta-enxerto e de mudas enxertadas de cajueiro-ando. Foram conduzidos dois
experimentos em viveiro localizado no Campo Experimental de Pacajus. No experimento para
a producéo do porta-enxerto ‘CCP 06’, o delineamento utilizado foi inteiramente casualizado
com trés tratamentos (testemunha e aplicacdo de Trichoderma longibrachiatum e T.
asperellum no momento da semeadura), e para a producdo de mudas enxertadas de cajueiro-
ando ‘BRS 226’ foram sete tratamentos (testemunha, aplicacdo de T. longibrachiatum e T.
asperellum na semeadura, aplicacdo de T. longibrachiatum e T. asperellum ap0s a enxertia e
aplicacdo de T. longibrachiatum e T. asperellum na semeadura e ap0s a enxertia). As cepas de
T. longibrachiatum e T. asperellum foram obtidas da rizosfera de bananeiras e de produto
comercial respectivamente. Em cada experimento as plantas foram avaliadas quanto a altura,
diametro do caule, numero de folhas, area foliar, massa seca de folhas, da parte aérea, de
caule, de raizes e total, além da avaliacdo do estado nutricional via folhas. As cepas
inoculadas foram reisoladas e purificadas para quantificar a producdo de acido indol-3-
acetico, de sideroforos e solubilizacdo de fosfato de célcio in vitro. No experimento para a
producdo do porta-enxerto, a cepa T. longibrachiatum promoveu incrementos na altura de
planta, area foliar, didmetro do caule, massa seca de folhas, de caule, da parte aérea e total, em
relacdo a cepa comercial e a testemunha. Na producdo de mudas enxertadas, as cepas
influenciaram as variaveis: didmetro do caule, area foliar e massa seca de folhas. Ambas as
cepas produziram sideréforos e solubilizaram fosfatos de calcio in vitro, no entanto, nédo
produziram &cido indol-3-acético, tanto na fase de producdo do porta-enxerto quanto na de
muda enxertada. Os tratamentos ndo diferiram quanto ao acimulo de macro e micronutrientes
nas folhas do porta-enxerto e das mudas enxertadas de cajueiro-ando. A cepa T.
longibrachiatum promoveu aumento do crescimento do ‘CCP 06’ utilizado como porta-
enxerto de mudas enxertadas de cajueiro-ando. A utilizacdo das cepas de T. longibrachiatum e
T. asperellum mostrou-se vantajosa apenas para o diametro do caule de mudas enxertadas de

cajueiro-ando ‘BRS 226°.



Palavras-chave: Acido-indol-3acético. Fruticultura. Solubilizacéo de fosfatos. Sider6foros.



ABSTRACT

The availability of dwarf cashew seedlings in quantity and with high quality is essential to
meet the demand promoted by the resumption of cajuculture in Brazil. Among the various
existing technologies, the use of biological inputs such as Trichoderma can be an alternative
for the production of quality dwarf cashew seedlings. Thus, the objective was to evaluate the
ability of Trichoderma strains to promote the growth of rootstock and grafted dwarf cashew
seedlings. Two experiments were carried out in a nursery located in the Experimental Field of
Pacajus. In the experiment for the production of the 'CCP 06' rootstock, the design used was
entirely randomized with three treatments (control and application of Trichoderma
longibrachiatum and T. asperellum at the time of sowing), and for the production of grafted
cashew seedlings. 'BRS 226" were seven treatments (control, application of T.
longibrachiatum and T. asperellum at sowing, application of T. longibrachiatum and T.
asperellum after grafting and application of T. longibrachiatum and T. asperellum at sowing
and after sowing grafting). The strains of T. longibrachiatum and T. asperellum were obtained
from the rhizosphere of banana trees and commercial product respectively. In each experiment
the plants were evaluated for height, stem diameter, number of leaves, leaf area, dry leaf mass,
aerial part, stem, roots and total, in addition to the assessment of nutritional status via leaves.
The inoculated strains were re-isolated and purified to quantify the production of indole-3-
acetic acid, siderophores and calcium phosphate solubilization in vitro. In the experiment for
the production of the rootstock, the T. longibrachiatum strain promoted increases in plant
height, leaf area, stem diameter, dry mass of leaves, stem, aerial and total, in relation to the
commercial strain and the witness. In the production of grafted seedlings, the strains
influenced the variables: stem diameter, leaf area and dry leaf mass. Both strains produced
siderophores and solubilized calcium phosphates in vitro, however, they did not produce
indole-3-acetic acid, both in the rootstock production and in the grafted seedling phase. The
treatments did not differ regarding the accumulation of macro and micronutrients in the
rootstock leaves and the grafted dwarf cashew seedlings. The T. longibrachiatum strain
promoted an increase in the growth of ‘CCP 06’ used as a rootstock for grafted dwarf cashew
seedlings. The use of the strains of T. longibrachiatum and T. asperellum proved to be
advantageous only for the stem diameter of grafted dwarf cashew tree 'BRS 226'.

Keywords: indole-3-acetic acid. Fruit growing. Phosphate solubilization. Siderophores.
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1 INTRODUCAO

A fruticultura tem se mostrado uma das atividades mais rentaveis do Agronegocio
brasileiro. Segundo dados apresentados pela Associacdo Brasileira dos Produtores
Exportadores de Frutas e Derivados - ABRAFRUTAS (2019), em 2019 foram exportadas
cerca de 980 mil toneladas de frutas, correspondendo a 858 milhdes de ddlares injetados na
economia nacional.

No estado do Ceard, a fruticultura é representada, principalmente, pela cultura do
caju (Anacardium occidentale L.), sendo obtidos diversos produtos a partir dessa planta,
destacando-se o pseudofruto, podendo ser consumido in natura ou utilizado na fabricacéo de
sucos, doces e geleias, além da castanha, que possui maior valor econémico agregado.

No periodo de 2009 a 2019 a cajucultura no estado do Ceara apresentou queda de
31% na area colhida, passando de 396 para 271 mil hectares (IBGE, 2009; 2020). Essa
diminuicdo se deveu a estiagem ocorrida entre 0s anos de 2012 e 2016, resultando em morte
de plantas, especialmente de cajueiro-comum. Por outro lado, entre os anos de 2012 e 2017, a
area de cultivo de cajueiro-ando apresentou expansdo, indicando a retomada da cajucultura
(BRAINER; VIDAL, 2018) e a mudanca no sistema de producdo, com a substituicdo do
cajueiro-comum pelo ando (SERRANO et al., 2013).

Assim, a disponibilizacdo de mudas em quantidade e com qualidade para atender
a demanda, torna-se um desafio no sistema de producdo do cajueiro. O uso de mudas de
cajueiro-ando de alta qualidade pode reduzir o estresse inicial do plantio em campo,
assegurando a sobrevivéncia das plantas e garantindo a uniformidade do pomar.

O uso de microrganismos inoculados no substrato tem se mostrado uma
alternativa promissora no processo de producdo de mudas, apresentando diversos beneficios
como a promocao do crescimento e 0 aumento na eficiéncia de absorcdo e uso de nutrientes.

A promocédo do crescimento vegetal, mediada por cepas de Trichoderma, envolve
mecanismos como a producdo e a exsudacdo de metabolitos capazes de interagir com as
plantas, como o acido-3-indolacético, promovendo ampliagdo do sistema radicular e,
consequentemente, crescimento da parte aérea, além da solubilizagdo de minerais que se
encontram nos solos em formas nédo assimilaveis pelas plantas, deixando-os em formas mais
prontamente disponiveis, melhorando a nutricdo do vegetal. Outro mecanismo bastante
estudado € a biossintese de quelantes organicos, como os sideréforos, capazes de quelatizar
ions de ferro, facilitando o processo de absorcdo de nutrientes pelas plantas.

A busca de tecnologias alternativa cada vez mais completa e eficiente para atender



15

as necessidades da producdo de alimentos, faz com que o aumento das pesquisas e 0
conhecimento sobre os sistemas bioldgicos sejam um passo importante para o futuro da
agricultura. Nesse sentido, busca-se por meio desta pesquisa estudar a capacidade de cepas de

Trichoderma em atuar como bioestimulante de mudas de cajueiro-anéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos gerais sobre a cultura do cajueiro

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) € considerado uma frutifera nativa da
regido Nordeste do Brasil, sendo sua exploracdo de importancia tanto social, quanto
econdmica. A importéncia social se da pela quantidade de empregos que séo criados de forma
direta e indireta com o cultivo da planta. Para o semiarido, essa importancia é ainda maior,
pois 0s empregos do segmento de campo sdo criados na entressafra das culturas tradicionais,
como feijéo, algoddo e milho (MARINHO, 2011).

Dados apresentados pelo IBGE (2018) apontam que a area ocupada pelo cajueiro
no Brasil em 2017 era de 505,5 mil hectares, sendo a regido Nordeste a principal produtora,
com cerca de 99,5% dessa area. Nesse cenario, o estado do Ceard se torna o principal
produtor, com area de 311,5 mil hectares, o que representa cerca de 61,6% da area nacional e
61,9% da area nordestina. A producédo nacional calculada para a castanha de caju em 2017 foi
de 133,4 mil toneladas, sendo o Nordeste responsavel por cerca de 98,83% e o estado do
Ceara por cerca de 60,67%.

O cajueiro € uma planta perene, de ramificacdo baixa e de médio porte. A copa do
cajueiro comum chega a atingir de 5 a 15 m de altura, com envergadura entre 12 e 14 m. O
seu florescimento é iniciado no segundo ou terceiro ano, podendo variar de acordo com as
condicdes climaticas e do solo (CAJUCULTURA, 2011). Ja o cajueiro-ando apresenta baixo
porte, com altura de planta em torno de 3 a 4 m, copa compacta e homogénea e, envergadura
de copa média em torno de 7 a 9 m, iniciando seu florescimento entre 6 e 18 meses ap6s 0
plantio no campo (BARROS; PAIVA; CAVALCANTI JUNIOR, 1998; MONTENEGRO;
VIDAL NETO; SERRANO, 2011). Atualmente, o cajueiro-ando vem substituindo o comum,
pois, apresenta maior produtividade, facilidade de colheita e de manejo dos pomares, devido
ao seu baixo porte, além de apresentar boa uniformidade da castanha e da producéo, o que
permite excelente exploracdo comercial, tornando-se mais rentavel (ARAUJO, 2017).

A cultura é bem adaptada ao clima tropical, com temperaturas variando entre 20 e
30 °C, apresentando sensibilidade ao frio. O seu bom desempenho produtivo ocorre em torno
de temperaturas proximas dos 27 °C, umidade relativa do ar em torno de 70 a 80%, com
precipitacdo entre 800 e 1.500 mm anuais (OLIVEIRA, 2005; OLIVEIRA, 2011).

Apesar da importancia social e econdmica que a cultura do caju representa para o
semidrido brasileiro, a cajucultura vem passando por um periodo critico, em funcéo das baixas

producdes consecutivas. Como resultado do modelo exploratdrio extrativista, a ndo adogéo de
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técnicas agronémicas como irrigacdo localizada, manejo da adubacéo e fitossanitario e 0 ndo
replantio das plantas mortas pela seca, 0 que vem comprometendo todo o processo produtivo
(ANJOS JUNIOR; CIRIACO; PAIXAO, 2017). Com os avancos das pesquisas e a introducéo
do cajueiro-ando, o cenario da cajucultura tem mudado de forma expressiva, como se pode
verificar pela producdo no estado do Ceara. Em 2007 a producdo de caju foi de 53 mil
toneladas e, no ano de 2017, foi de 81 mil toneladas (IBGE, 2018), representando aumento

significativo para o Estado.

2.2 Microrganismos na agricultura

Segundo dados apresentados pela FAO (2020), a populacdo mundial estimada
para 2050 sera em torno de 9,7 bilhdes de pessoas, 0 que significa aumento de mais de 2
bilhdes de seres humanos quando comparado a populacdo atual que estd em torno de 7,7
bilhGes. Com esse crescimento, a demanda por alimentos deve aumentar expressivamente,
sendo necessario produzir cerca de 3,2 milhdes de toneladas a mais que a producéo atual para
suprir a demanda da populacéo.

Devido a exploséo populacional e a busca acelerada pela producédo de alimentos, o
uso de insumos quimicos, defensivos e fertilizantes tornaram-se as praticas mais utilizadas
para elevar a producdo agricola. Entretanto, muitos maleficios vém sendo causados, como a
poluicdo do solo e da agua, a degradacdo do solo e as mudancas climaticas, afetando
diretamente toda a cadeia produtiva (PICARD; BARUFFA; BOSCO, 2008;
VANDENBERGHE et al., 2017).

Nas ultimas décadas, algumas alternativas foram discutidas a fim de amenizar os
efeitos de produtos que degradem diretamente o ambiente como a introducdo de insumos a
base de microrganismos, como bioprotetores, bioncontroladores, biofertilizantes ou
bioestimulantes (REBAH et al., 2007).

O uso desses insumos trouxe beneficios, desde a promocdo do crescimento
vegetal, a melhoria na nutricdo de plantas, o controle de doengas de plantas, a resisténcia aos
estresses ambientais, além da melhoria na qualidade bioldgica do solo (VESSEY 2003;
BHARDWAI et al., 2014; KANG et al., 2014; GARCIA; KNAAK; FIUZA, 2015).

A promogéo do crescimento vegetal advinda do uso de insumos bioldgicos esta
diretamente relacionada a producéo e a exsudacao de fitohorménios, como as auxinas, que ao
interagirem com as plantas sdo capazes de promover o crescimento e o alongamento celular,

refletindo em crescimento do sistema radicular e da parte aérea da planta (FELESTRINO et
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al., 2018; SILVA et al., 2018; ZHANG et al., 2018).

Ja a melhoria do estado nutricional das culturas esté associada a capacidade desses
microrganismos em solubilizar nutrientes do solo, como fosfatos e micronutrientes, além de
fixar nitrogénio atmosférico. Para realizar tais atividades, esses microrganismos utilizam o seu
aparato bioquimico e fisioldgico para produzir e liberar acidos orgéanicos e enzimas, sendo
capazes de reduzir o pH do meio, deixando os nutrientes nas formas assimilaveis as plantas.
Sd0 também capazes de transformar o nitrogénio atmosférico em amodnio, forma essa
prontamente assimilavel (RIBAS et al., 2016; SILVA et al., 2018) pelas plantas. Esses e
outros fatores tendem a melhorar o estado nutricional das culturas, favorecendo o crescimento
e o desenvolvimento vegetal.

Outro beneficio bastante conhecido oriundo do uso de microrganismos é o
controle de doencas de plantas. Os mecanismos que ajudam a explicar € 0 processo de
antibiose, no qual sdo produzidos metabdlitos, como os fungicidas, os antibiéticos e 0s
nematicidas, sendo estes capazes de degradar a membrana celular do patdgeno, causando sua
morte (FERREIRA, 2019). Além desses, ha o parasitismo, 0 processo de competicdo, a
predacdo e a inducdo de resisténcia (WU et al., 2015; FERREIRA, 2019).

Os insumos a base de microrganismos também sdo conhecidos como indutores de
resisténcia a estresses ambientais e, dentre os mais estudados encontram-se o estresse hidrico
e 0 estresse salino. Em relacdo ao estresse hidrico, essa resisténcia é advinda de forma indire-
ta, visto que, na medida em que esses microrganismos sao capazes de promover o crescimento
e a melhoria do estado nutricional, as raizes das plantas sdo capazes de explorar maior volume
de solo favorecendo a absorcdo de dgua. Com isso, as plantas conseguem resistir por maiores
periodos aos estresses hidricos. No que tange ao estresse salino, 0s microrganismos sdo capa-
zes de exsudar osmolitos, como a prolina, responsavel pelo balanco iénico e osmético causa-
do pelo acimulo de sais na planta (ISLAM et al., 2016; TIWARI et al., 2017).

2.3 Aspectos gerais do género Trichoderma

O género Trichoderma compreende um grande namero de fungos, classificados
como Ascomycetos anamorficos, da ordem Hypocreales, familia Hypocreacea e género
Hypocrea (Trichoderma) (DRUZHININA; KUBICEK, 2005). S& considerados fungos
habitantes do solo, sendo encontrados em ampla faixa climatica, podendo viver
saprofiticamente ou endofiticamente (HARMAN et al., 2004). Ja foram descritas 433 espécies
(INDEX FUNGORUM, 2020), as quais apresentam rapida taxa de crescimento e boa
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capacidade de sobrevivéncia em condi¢cGes ambientais adversas (AL-SADI et al., 2015).

O Trichoderma é um microrganismo filamentoso, cuja principal caracteristica é a
presenca de estruturas vegetativas, o micélio, que apresenta alta taxa de crescimento. A sua
coloracdo inicial é esbranquicada e, posteriormente, torna-se esverdeada. A coloracdo pode
sofrer influéncia de diversos fatores, tais como o pH, a luminosidade e o meio de cultivo. As
suas estruturas reprodutivas sdo os conidios (esporos), que estdo sustentados em conidiéforos
com fialides (DOMSCH; GAMS; ANDERSON, 1980).

Os fungos do género Trichoderma sdo um dos mais estudados, apresentando
diversos beneficios para a producdo vegetal e para a industria, sendo utilizados no controle
biologico, como indutores do crescimento vegetal e como solubilizadores de minerais
(SAITO et al., 2009; BROTMAN; KAPUGANT]I; VITERBO, 2010; SILVA et al., 2019).

Pesquisas com controle biologico tém revelado o potencial desse género como
antagonista de fungos fitopatogénicos. Esse potencial € devido a fatores, tais quais, a alta
capacidade reprodutiva, o que favorece o aumento da sua populagdo; a capacidade de
sobrevivéncia em condi¢bes adversas; a utilizacdo eficiente de elementos essenciais ao seu
metabolismo bioguimico; a capacidade de aumentar a diversidade microbiana na rizosfera e,
de incrementar o sistema de defesa das plantas (BENITEZ et al., 2004).

O micoparasitismo €& um dos mecanismos envolvidos na relagdo
antagonista/patdgeno, e decorre da producdo e da liberacdo de compostos como toxinas e
enzimas (gliotoxinas, quitanases e glucanases) pelo antagonista, resultando na inibi¢do do
patégeno (LIU; ZHANG; XU, 2009; OSORIO-HERNANDEZ et al., 2011). Os
microrganismos  antagonistas podem também  produzir metabdlitos  secundarios
(antraquinonas) que combinadas com outras enzimas séo capazes de provocar a degradacéo
da parede celular do patégeno (SLATER et al., 1967; REINO et al., 2008). Além disso, 0
mecanismo de competicdo por nutrientes, principalmente nitrogénio e ferro, € comum para as
especies de Trichoderma. Estes microrganismos tém alta capacidade de mobilizar os
nutrientes do solo, em relacdo aos demais microrganismos, o que se justifica pela producéo de
acidos organicos capazes de reduzir o pH do solo rizosférico, favorecendo a solubiliza¢éo de
minerais, a exemplo do fésforo e do ferro (VINALE et al., 2014).

Outro beneficio oriundo do uso de Trichoderma é a sua capacidade de promover o
crescimento vegetal. E sabido que a interacdo microrganismo/planta é dindmica e mediada por
reacOes bioquimicas, sendo liberados compostos (metabdlitos secundarios) pelos fungos que
sdo reconhecidos pelas plantas (HERMOSA et al., 2012). Dentre esses compostos liberados

encontra-se o acido indol-3-acético (AlA), cuja funcédo é regular o desenvolvimento radicular
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e o crescimento das plantas (MARTINEZ-MEDINA et al., 2014).

2.4 Trichoderma na promocéao do crescimento vegetal

O uso de promotores de crescimento de plantas para o aumento da produgéo
agricola tem se tornado uma das técnicas mais eficientes e importantes para a agricultura no
mundo todo. Isso devido a busca para reduzir o uso de fertilizantes e de defensivos, além da
necessidade de se desenvolver uma agricultura que implique em infimos impactos ao
ambiente (MACHADO et al., 2012).

A utilizacdo desses microrganismos na formulacdo de inoculantes, aléem de ser
uma alternativa eficiente para diminuir os riscos ao ambiente, contribui para 0 aumento da
producdo. Com isso, 0 produto se torna mais competitivo e diminui os custos na utilizacéo de
insumos pelos agricultores, como os fertilizantes e os defensivos (POMELA; RIBEIRO,
2009; MACHADO et al., 2012).

Nesse cenario, pesquisas tém revelado o potencial de algumas linhagens de
Trichoderma capazes de promover o crescimento e o desenvolvimento de vegetais. Essa
capacidade esta atrelada a producdo de alguns metabolitos secundarios pelos fungos, sendo 0s
mais comuns o &cido indol-3-acético (MARTINEZ-MEDINA et al., 2014), as giberelinas
(JAROSZUK-SCISEL et al., 2019) e a enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato deaminase
(ACCD) (VITERBO et al., 2010).

O 4cido indol-3-acético (AlA), mais conhecido como auxina, € um dos principais
reguladores do crescimento vegetal, atuando principalmente na regido meristematica apical do
caule da planta, sendo transportado em seguida para o sistema radicular via parénquima. Sua
funcdo na planta estad atrelada a producdo e ao crescimento de raizes laterais, expansao e
diferenciacédo celular, bem como ao crescimento da parte aérea (HEDDEN; THOMAS, 2006;
TAIZ; ZEIGER, 2013). Ja as giberelinas tém suas fungGes relacionadas ao crescimento do
caule e dos frutos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Sofo et al. (2011), estudando Trichoderma harzianum na inducdo dos niveis de
fitohormonio em porta-enxertos de cerejeira (Prunus cerasus x P. canescens), verificaram que
as plantas inoculadas com a cepa tiveram aumento em torno de 76% no comprimento medio
da raiz e, 65% na altura da planta na fase de enraizamento do porta-enxerto. Foi constatado
pelos mesmos autores aumento de 49% e 40% nos teores de AIA nas folhas e nas raizes,
respectivamente, das plantas inoculadas com a cepa.

Outro metabdlito produzido por cepas do género Trichoderma é a 1-
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aminociclopropano-1-carboxilato deaminase (ACCD), capaz de neutralizar a atividade do
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), precursor na sintese do fitormonio etileno. O etileno
¢ um importante sinalizador, indicando quando as plantas estdo sob ataque de patégenos ou
sob estresses bioticos ou abioticos. Quando as plantas sdo inoculadas com cepas capazes de
sintetizar o ACCD, este neutraliza o ACC, provocando redugdo na producdo de etileno,
culminando em maior crescimento das raizes e em menor inibicdo no desenvolvimento das
plantas (TODOROVIC; GLICK, 2008).

Gravel, Antoun e Tweddell (2007), estudando a atividade do Trichoderma
atroviride na promogéo do crescimento de mudas de tomateiro (Solanum lycopersicum L.),
verificaram que a reducdo na biossintese de etileno foi resultante da diminuicdo de seu
precursor, o ACC, o qual foi degradado pela atividade da ACCD produzida pelo

microrganismao.

2.5 Trichoderma na solubilizagédo de fosfatos

O fosforo é um dos nutrientes que mais limita a producdo agricola, perdendo
apenas para o nitrogénio, uma vez que a maior parte do fésforo do solo encontra-se em formas
ndo assimilaveis pelas plantas (PRADHAN; SUKLA, 2005). Este elemento atua diretamente
na constituicdo de diversas moléculas vegetais, tais como o acido ribonucléico (RNA), o acido
desoxirribonucléico (DNA), os fosfolipidios, além de ser fonte de energia, como a molécula
adenosina trifosfato (ATP). Assim, o suprimento adequado deste nutriente se torna essencial
para o crescimento e o desenvolvimento do vegetal. Em plantas sadias, este elemento
representa cerca de 0,2% do seu peso seco (KAPRI; TEWARI, 2010). A baixa solubilidade e
disponibilidade de fosforo no solo impulsionam a utilizacdo de adubos fosfatados para a
obtencdo de altas produtividades.

O uso de fertilizantes fosfatados na agricultura tem aumentado de maneira
significativa, trazendo impactos negativos, tanto econdmico, quanto ambiental, uma vez que
sua producdo tem custo elevado, além de utilizar fontes ndo renovaveis e finitas de energia
(GRAHAM; VANCE, 2003).

Nesse sentido, o uso de microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSP)
tornou-se uma técnica bastante utilizada na agricultura, possibilitando melhoria na eficiéncia
das fontes de fosforo existente, ou do adicionado ao solo, além do baixo custo e do risco
minimo de impacto ao ambiente. Estudos relatam que os fungos apresentam maior capacidade

em solubilizar fosfatos, quando comparados as bactérias (SIQUEIRA et al., 1999), apesar



22

destas serem encontradas em maior numero. Espécies do género Trichoderma s&o
mencionadas na literatura como solubilizadores de fosfatos e de micronutrientes (AZARMI;
HAJIEGHRARI; GICLOU, 2011), tanto in vitro quanto em ambiente rizosférico
(ALTOMARE et al., 1999; TANDON et al., 2018).

Os principais mecanismos envolvidos no processo de solubilizagdo de fosfatos
mediados por cepas do género Trichoderma sdo a producdo e a liberacdo de &cidos organicos
(acético, latico, malico, oxalico), que atuam como agentes complexantes e, também, a
producdo de enzimas extracelulares como as fosfatases (BEHERA et al., 2014).

Os &cidos organicos exsudados pelos MSP podem atuar tanto na reducdo do pH
do meio, quanto como agente quelante dos ions célcio, aluminio e/ou ferro que estdo
acompanhados de ions fosfatos, deixando o fosforo em formas que podem ser assimiladas
pelas plantas (BOLAN et al., 1994; LIN et al., 2006).

As fosfatases sdo enzimas produzidas pelos MSP capazes de hidrolisar ligagdes
dos organofosfatos ou ligacfes de alta energia da matéria organica do solo, sendo também
responsaveis por catalisar a conversdo do fésforo de formas organicas para inorganicas, o0 que
permite a ciclagem do P no ecossistema (CHEN et al., 2008; NANNIPIERI et al., 2011). O
tipo de fosfatase a ser liberada pelos MSP vai depender do pH do meio em que estes
microrganismos estdo inseridos, podendo ser liberadas fosfatases acidas em solos com
caracteristicas &cidas e, fosfatases alcalinas em solos com caracteristicas alcalinas e/ou
neutras (JUMA; TABATABAI, 1998; RENELLA et al., 2006).

Segundo Juma e Tabatabai (1988) e Criquet et al. (2004), as plantas sdo capazes
de produzir fosfatases acidas, contudo, em quantidades infimas, o que indica que os MSP séo
mais eficientes em produzir esse tipo de fosfatase. Estudos realizados por Richardson et al.
(2009) sugerem que as fosfatases oriundas de microrganismos possuem maior afinidade pelos
compostos de fosforo organico, quando comparadas as biossintetizadas pelas raizes das
plantas.

Bader et al. (2020), estudando cepas nativas de Trichoderma harzianum na
promocdo do crescimento e no controle da murcha no tomate (Solanum lycopersicum),
verificaram que as quatro cepas estudadas foram capazes de solubilizar fosfato de calcio in
vitro. Ja in vivo, as cepas também foram eficientes em promover o crescimento do tomateiro.
Gravel, Antoun e Tweddell (2007) sugeriram que a solubilizacdo de fosfato realizada por
microrganismos envolve a liberagcdo de &cidos organicos ou a exsudacdo de enzimas do tipo

fosfatase.



23

2.6 Trichoderma na biossintese de siderdforos e na disponibilizacéo de ferro

O ferro é um elemento importante para o crescimento e o desenvolvimento
vegetal, pois estd diretamente envolvido em diversos processos fundamentais, como
fotossintese, respiracdo, fixacdo de nitrogénio, sintese de DNA e de hormdnios e na
manutencdo dos cloroplastos. Cerca de 80% do ferro na planta é encontrado em células
responsaveis pela fotossintese, como os cloroplastos, 0 que demonstra que a sua principal
funcdo estd atrelada ao processo fotossintético (HANSCH; MENDEL, 2009). Em plantas
sadias a concentragdo de ferro varia entre 30 e 300 pg™ do seu peso seco (PUGH; DICK;
FREDEEN, 2002).

Mesmo sendo encontrado no solo em abundancia, esse micronutriente ndo esta em
formas assimilaveis pelas plantas. Quando em ambientes aerdbicos, devido a sua baixa
solubilidade em solos com pH elevado, é encontrado principalmente na forma ionica Fe**.
Com isso, fungos e bactérias desenvolveram mecanismos capazes de captar esse ion,
permitindo que as plantas o absorvam com maior facilidade (HIDER; KONG, 2010;
MARSCHNER, 2012).

Dentre 0s mecanismos, a biossintese de sideréforos pelos microrganismos tem
sido bastante estudada. Os siderdforos sdo definidos como quelantes de baixo peso molecular
e ligantes especificos do fon Fe**. A sua principal funcéo é sequestrar e transportar fons de
Fe**, facilitando a absorcdo pelas plantas. Ha ampla variedade de microrganismos capazes de
sintetizar este quelante organico, como: bactérias entéricas, bactérias patogénicas de animais,
fitopatdgenos, microrganismos do solo, bactérias Gram positivas e negativas, além das
fixadoras de nitrogénio (NEILANDS, 1981; EMERY, 1986; NEILANDS, 1995; HIDER,;
KONG, 2010).

O processo de producdo dos sideréforos esta diretamente relacionado as
concentracdes de ferro encontradas no ambiente em que 0s microrganismos estdo inseridos
(HIDER; KONG, 2010). Em ambientes com alta concentracdo de ferro a producéo e a
exsudacdo de sideroforos sdo interrompidas, sendo comum a exsudagdo em ambientes com
baixa concentragéo do elemento.

Os processos necessarios para que haja solubilizacdo e captacéo do ferro mediado
por sideréforos sdo: quelacéo seletiva do fon Fe®*, reconhecimento molecular do complexo
Fe** - siderdforo, transporte do ferro quelatizado via membrana celular e, deposicéo do Fe em
um sitio apropriado na célula (ALBRECHT-GARY; CRUMBLISS, 1998).

Santiago et al. (2011), estudando o efeito do Trichoderma asperellum na absor¢éo
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de ferro pelo trigo (Triticum spp.), observaram que a cepa foi capaz de aumentar os teores de
ferro nas folhas do cereal cultivado em ambiente com baixa concentracdo do elemento, resul-
tado explicado pela biossintese de sideréforos pela cepa estudada.

Pesquisando o efeito da cepa de T. asperellum na nutricdo de ferro em pepino
(Cucumis sativus L.), cultivado em solos calcérios, Santiago et al. (2013) verificaram que o
microrganismo foi capaz de aumentar o acumulo de ferro na parte aérea dessa olericola.
Segundo os autores, o acumulo de ferro na parte aérea ndo esta somente associado ao acumulo
desse micronutriente nas raizes, mas também, ao transporte desse ion mediado por sideréforos
produzidos pela cepa (CARRILLO-CASTANEDA et al., 2005; DE MARIA et al., 2011).

Outros autores j& descreveram na literatura a eficiéncia de cepas de Trichoderma
em aumentar a absorcdo de ferro pelas plantas, atribuindo esse beneficio ao efeito do
sideroforos em transportar o ferro (HARMAN et al., 2004; VERMA et al., 2007). Santiago et
al. (2009), estudando a absorcéo de ferro em tremogo branco (Lupinus albus L.), verificaram

que houve aumento no teor de Fe na parte aérea das plantas.
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3 HIPOTESE

A aplicacdo de cepas de Trichoderma longibrachiatum e Trichoderma asperellum

no substrato promove o crescimento de porta-enxerto e de mudas enxertadas de cajueiro-ando.

4 OBJETIVO GERAL

Verificar a capacidade do fungo Trichoderma em atuar como bioestimulante do

crescimento de porta-enxerto e de mudas enxertadas de cajueiro-ano.

5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a capacidade de cepas de Trichoderma na producdo de &cido-3-
indolacético, de siderdforos e, na solubilizagdo de fosfatos in vitro;
Avaliar o estado nutricional de porta-enxerto e de mudas enxertadas de cajueiro-

ando, apos a inoculacdo de cepas de Trichoderma.
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6 MATERIAL E METODOS
6.1 Localizacdo e delineamento experimental

Os experimentos foram conduzidos em viveiro localizado no Campo
Experimental de Pacajus pertencente a Embrapa Agroindustria Tropical, em Pacajus/CE, com
coordenadas geograficas: 4°11°12” S, 38°30°01” W e 79 m de altitude. O clima da regido é
classificado como tropical com inverno seco (Aw), segundo a classificacdo climatica de
Kdppen (PEEL; FINLAYSON; MCMAHON, 2007).

Para avaliar a producdo do porta-enxerto ‘CCP 06°, o delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado com trés tratamentos (testemunha — sem indculo, aplicagdo de Tri-
choderma longibrachiatum na semeadura e aplicacdo de T. asperellum na semeadura) e dez
repeticdes. Cada unidade experimental foi constituida por um tubete contendo uma muda de
cajueiro-ando.

Para avaliar as mudas enxertadas (‘CCP 06’ e ‘BRS 226’ como porta-enxerto e
copa, respectivamente), o delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com sete
tratamentos (testemunha — sem indculo; aplicacdo de T. longibrachiatum na semeadura —
LPPC299 S; aplicacdo de T. asperellum na semeadura — comercial S; aplicacdo de T.
longibrachiatum apos a enxertia — LPPC299 E; aplicacdo de T. asperellum apos a enxertia —
comercial E; aplicacdo de T. longibrachiatum na semeadura e ap6s a enxertia — LPPC299 SE
e aplicacdo de T. asperellum na semeadura e ap0s a enxertia — comercial SE) e dez repeticdes.
Cada unidade experimental foi constituida por um tubete contendo uma muda de cajueiro-

anao.

6.2 Esterilizacdo do substrato e desinfestacdo dos tubetes

De modo a evitar contaminagdes, os tubetes foram lavados com detergente neutro
e enxaguados em agua corrente e, em seguida, submersos em solucdo de hipoclorito de sddio
a 3% durante 8 horas, sendo novamente lavados em agua corrente para retirar 0 excesso do
hipoclorito.

Empregou-se substrato comercial a base de turfa, que foi acomodado em sacos de
pano, cuja esterilizacdo foi efetuada em autoclave a 121 °C durante 1 hora; decorridas 24

horas, o processo de esterilizagdo foi repetido.

6.3 Obtencéo das cepas, preparo da suspensao e dose aplicada
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A cepa Trichoderma asperellum foi obtida de produto comercial ‘Quality®’
(empresa registrante: Lallemand, registro MAPA: 8611). Ja a cepa Trichoderma
longibrachiatum, denominada ‘LPPC229’, faz parte da cole¢édo de trabalho do Laboratério de
Patologia Pds-Colheita da Embrapa Agroindustria Tropical e foi coletada em rizosfera de
bananeiras sadias em area de producdo localizada na cidade de Pacoti/CE.

A suspensdo e, consequentemente a concentracdo da cepa comercial, foi obtida
pesando-se 1 g do produto em balanca analitica e, em seguida, diluida em 9 mL de agua
destilada esterilizada e homogeneizada com uso de agitador de tubos tipo vortex. Logo apos, a
suspensdo foi filtrada com gaze em béquer. Para a contagem dos conidios foi utilizada a
camara de Neubauer, a qual foi preenchida com a suspensdo e levada ao microscopio de luz
(40x) para contagem dos conidios (ALFENAS; ZAUZA; MAFIA, 2016).

) A quantidade de conidios na suspensdo foi determinada a partir da seguinte equa-
céo:
C=Médiax F.CxP.CxD
C=108,6 x5 x 10* x 10°
C =543 x10%x 10°
C=5,4x10°x 10" x 10°
C = 5,4 x 10° conidios mL™

Em que: C = concentracdo, Média = a média dos conidios contados, F.C = fator de

correcédo (quadrantes analisados), P.C = volume da camara e D = diluicao.

A cepa ‘LPPC299’ foi reativada em placas de Petri contendo meio BDA (batata
dextrose e agar) e incubada por sete dias a 28 °C com fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro).
O inoculo foi preparado a partir dessas colonias, retirando-se trés discos (5 mm
cada) de meio BDA contendo micélio e conidios da cepa e repicados para erlenmeyer
contendo 50 g de arroz parboilizado + 30 mL de &gua deionizada (esterilizados em autoclave
a 121 °C por 15 minutos). O indculo foi mantido em incubadora tipo BOD a 28 °C e
fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro) por 15 dias. Decorrido esse periodo, 0 arroz colonizado
pelo fungo foi transferido assepticamente para envelopes de papel kraft (30 x 15 cm), e
colocado para secar em estufa tipo BOD a temperatura de 32 °C, por cinco dias. Depois de
seco, o arroz colonizado foi triturado com o uso de liquidificador.

Para estimar a concentracdo (conidios mL™Y) foi preparada uma suspensdo
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utilizando 1 g do p6 diluido em 9 mL de &dgua destilada esterilizada e homogeneizado com uso
de agitador de tubos tipo vortex. Logo apos, a suspensdo foi filtrada com gaze em béquer.
Uma camara de Neubauer foi preenchida com a suspenséo e levada ao microscopio de luz
(40x) para contagem dos conidios.

A quantidade de conidios na suspensdo foi obtida a partir da seguinte equacao:
C=Médiax F.CxP.CxD
C =64,4x5x 10" x 10°
C=322x10%x 10°
C=3,2x10°x 10" x 10°
C = 3,2 x 10° conidios mL™

Em que: C = concentracdo, Média = a média dos conidios contados, F.C = fator de
correcédo (quadrantes analisados), P.C = volume da cAmara e D = diluicéo.

A dose aplicada de ambas as cepas foi baseada na recomendacdo do produto
comercial (200 g do produto para cada 100 kg de sementes) e na sua concentracdo (10°

conidios mL).

6.4 Instalacdo do experimento: plantio, aplicacdo das cepas, processo de enxertia e

irrigacio

Tubetes com capacidade para 288 cm?® foram preenchidos com o substrato
esterilizado e, em seguida, foi semeada uma castanha-semente do gendtipo ‘CCP 06’ no
centro do tubete a 2 cm da superficie do substrato, na posicéo vertical com a ponta para baixo.

Sessenta dias apds a germinacao foi realizado o processo de enxertia via garfagem
em fenda lateral, utilizando-se garfos do genétipo ‘BRS 226’. A irrigagdo do experimento
seguiu a mesma metodologia dos viveiristas, com irrigacdo no inicio da manha com uso de
mangueira. Para evitar que houvesse dispersdo do fungo entre os tratamentos no momento da
irrigacdo, tomou-se cuidado de acomodar as bandejas em espaco suficiente para evitar a
contaminagéo.

As cepas de Trichoderma foram aplicadas em forma de suspensédo. Para isso, a
dose selecionada no item 6.3 foi diluida em 600 mL de agua destilada e esterilizada; logo
apos, foram aplicados 10 mL da suspensdo por tubete com o auxilio de pipeta automatica. No
experimento de producdo do porta-enxerto, a suspensédo foi aplicada ao redor das castanhas-

sementes, enquanto no de mudas enxertadas a aplicacdo foi feita na superficie do substrato
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logo apos a enxertia. Tomou-se o cuidado de suspender a irrigacdo nas 24 horas subsequentes

a aplicacao da suspenséao de Trichoderma.
6.5 Analises biométricas das mudas

A avaliagdo do porta-enxerto e das mudas enxertadas foi realizada aos 60 e aos
120 dias apds a semeadura respectivamente. As mudas foram avaliadas em relacdo a altura
(do colo a gema apical), didmetro do caule (a 5 cm do substrato), numero de folhas e area
foliar. A altura das mudas foi mensurada com o auxilio de trena. O didmetro do caule foi
determinado com o auxilio de paquimetro digital. O numero de folhas determinado por meio
de contagem de todas as folhas totalmente expandidas da planta. A area foliar foi mensurada
por meio de um integrador de area foliar L1-3100C, LI-COR®.

As raizes foram lavadas e secas em papel toalha. Para comprovar a presenca do
microrganismo nas plantas, retirou-se fragmentos de 3 cm das raizes e procedeu ao
reisolamento indireto (ALFENAS et al., 2016). Em seguida, as raizes foram lavadas e secas

em estufa de circulacédo forcada de ar a 65 °C, para a obtencdo da massa de matéria seca.
6.6 Reisolamento e cultivo dos isolados

O isolamento das cepas foi feito pelo método de plaqueamento indireto de raizes,
em que fragmentos com cerca de 3 centimetros de raizes foram lavados com detergente neutro
e mergulhados em béquer contendo &gua destilada sendo, em seguida, secos em papel filtro
esterilizado (ALFENAS et al., 2016). Logo apds, os fragmentos foram depositados em placas
de Petri contendo meio BDA + Rosa de bengala e incubados por 7 dias a 28 °C, com
fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro).

Para a purificacdo dos isolados, apds o periodo de incubagédo, um disco contendo
micelio e conidios foi plagueado em meio BDA e incubado nas mesmas condigfes acima

descritas. Esses isolados em BDA foram utilizados em todos 0s ensaios.

6.7 Producéo e quantificacdo de acido-3-indolacético (AlA), sideroforos e solubilizacao

de fosfato de calcio

a) Producdo de acido-3-indolacético (AlA)
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Para a determinacdo da producdo e quantificacdo de acido-3-indolacético (AlA)
por Trichoderma, trés discos do meio BDA contendo micélio e conidios fungicos foram
transferidos para erlenmeyer com capacidade para 250 mL contendo 50 mL de caldo BD
(esterilizado a 121 °C por 15 minutos), na auséncia e na presenca de seu precursor o L-
triptofano. Foram utilizados 5 mL da solucéo de L-triptofano (100 ug mL™) para cada 50 mL
de meio liquido.

Apods sete dias de incubacdo em mesa incubadora com agitacdo orbital a 150 rpm
e temperatura de 28 °C, o meio colonizado foi centrifugado a 5.000 rpm por 15 minutos,
reservando o sobrenadante. A quantificagdo do AIA foi realizada utilizando o método
colorimétrico descrito por Gordon e Weber (1951), sendo 2 mL do reagente de Salkowski e 4
mL do sobrenadante obtidos do isolado, o qual foi mantido no escuro a 28 °C por 25 minutos
para a obtencdo da coloracao rosa. Apos o tempo de reacdo, o fitohorménio foi quantificado
em espectrofotdmetro a 530 nm de comprimento de onda e as concentracdes em pg mL™
foram calculadas a partir da curva padrdo com concentra¢es conhecidas da forma sintética do
fitohorménio (0 a 100 ug mL™). Com as leituras, calculou-se a concentragdo de AIA nas
amostras.

b) Producdo de sideroforos

A quantificacdo da producdo de sideréforos pelas cepas foi realizada pelo método
universal de Schwyn e Neilands (1987). Adicionaram-se 100 mL de meio BD em erlenmeyer
com capacidade para 250 mL, e submeteu-se a esterilizacdo em autoclave a 121 °C por 15
minutos. Apos resfriamento foram adicionados ao meio trés discos (5 mm) de meio BDA
contendo micélio e conidios fungicos. Todos os erlenmeyers foram incubados pelo periodo de
sete dias em mesa incubadora com agitacdo orbital a 150 rpm e temperatura de 28 °C.

Decorrido o periodo de incubacdo todo material contido nos erlenmeyers foi
centrifugado a 5.000 rpm para separar a massa fangica, sendo o sobrenadante reservado.
Misturou-se uma aliquota de 2 mL do sobrenadante a 2 mL da solugdo CAS em tubos de
vidro. A mistura reacional foi mantida por 1 hora em temperatura ambiente e protegida da luz.
Apbs esse periodo, a leitura foi realizada em espectrofotometro (Cary 50) a 630 nm de

absorbancia. Para os célculos utilizou-se a equagéo abaixo, definida por Payne, (1988):

Unidades (%) = (Ab — Aa). 100/ Ab

Em que: Ab: Absorbancia do controle e, Aa: Absorbancia da amostra.
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¢) Solubilizagéo de fosfato

O potencial das cepas na solubilizacdo de fosfatos foi verificado adicionando-se
100 mL de meio de cultura NBRIP modificado (NAUTIYAL, 1999; OLIVEIRA et al., 2012)
em erlenmeyer com capacidade para 250 mL, procedendo-se a esterilizacdo em autoclave a
121 °C por 15 minutos. Apos resfriamento, trés discos (5 mm cada) contendo meio BDA +
micélio e conidios foram adicionados ao meio. O material foi incubado por sete dias em mesa
incubadora com agitacdo orbital a 150 rpm e temperatura de 28 °C e, em seguida,
centrifugado a 5.000 rpm por 15 minutos.

A concentracdo do fosforo (P) solubilizado foi determinada utilizando o método
colorimétrico de Murphy e Riley (1962), subtraindo o fésforo contido nos tratamentos pelo
contido na testemunha (meio NBRIP + fosfato e sem o fungo).

Para quantificar as concentragdes de fosforo utilizou-se 0,5 mL do sobrenadante, 5
mL de agua destilada e 2,5 mL da solucdo vanado-molibidico (MALAVOLTA; VITTI; OLI-
VEIRA, 1989). Apo6s 20 minutos de reacdo ao abrigo da luz, o fosforo soltvel foi quantifica-
do em espectrofotdmetro (Cary 50) a 420 nm de comprimento de onda. Para calcular as con-
centracdes de fésforo nas amostras uma curva padrdo de KH,PO, foi construida (8 a 160 g
LY.

6.8 Analises de macro e micronutrientes

As mudas foram separadas em folhas, caule e raizes e, posteriormente lavadas em
agua corrente, acido cloridrico (HCI) a 3% (v:v) por 30 segundos e enxaguadas com agua
deionizada. Em seguida, acondicionou-se em saco de papel e colocou-se em estufa de
circulacdo forcada de ar a 65 °C até peso constante. Apos a secagem, foram obtidas as massas
da matéria seca dos diferentes 6rgdos das mudas e, com a soma destes, foi obtida a massa seca
total.

As folhas foram moidas em moinho tipo Willey® e passadas em peneira de malha
com abertura de 1 mm de diametro, sendo armazenadas em recipientes de plastico com tampa
de presséo.

Posteriormente, as amostras de folhas das mudas foram submetidas a digestédo
sulfarica, seguida de destilacdo e titulagdo para a determinacgéo dos teores totais de nitrogénio;
e digestdo nitrico-perclorica para a determinacdo dos teores de fosforo, potéssio, célcio,

magnésio, enxofre, sodio, cobre, ferro, manganés e zinco, por espectrometria de emisséo
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Optica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). Para a determinacdo do teor de boro,
as amostras foram incineradas em mufla, seguida de quantificacio por meio de
espectrofotometria pelo método da azometina-H. Os procedimentos adotados foram os
descritos em Miyazawa et al. (2009). Posteriormente, com base nos resultados de massa de
matéria seca e dos teores de nutrientes nas folhas, foram determinados os acumulos de

nutrientes nesse 6rgdo da parte da planta.

6.9 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos & andlise de variancia pelo teste F e, quando
significativa, as médias das analises biométricas e nutricional foram comparadas por meio do
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Na fase de producdo do porta-enxerto as médias
das analises microbioldgicas foram comparadas por meio do teste t e, nas mudas enxertadas
por meio de Scott-Knott, ambas a 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram
realizadas por meio do programa AgroEstat (BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2015).
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1. Producéo do porta-enxerto

A aplicacdo da cepa Trichoderma longibrachiatum (LPPC299) no momento da
semeadura influenciou a maioria das variaveis biométricas analisadas na fase de producéo do
porta-enxerto de cajueiro-ando (Tabela 1). Os maiores valores foram observados para a altura
de planta (27,81 cm), diametro do caule (6,74 mm) e 4rea foliar (423,90 cm?), proporcionando
incremento de 12,4%, 6,6% e 21,9%, respectivamente, em relacdo ao tratamento testemunha.
Ja a aplicacdo da cepa obtida de produto comercial (Trichoderma asperellum) ndo diferiu
estatisticamente da testemunha.

O aumento da altura de planta, diametro do caule e area foliar proporcionado pela
cepa T. longibrachiatum (LPPC299) pode ser atribuido, em parte, a capacidade do
Trichoderma em regular o sistema respiratdrio e metabolismo da planta, fornecendo energia e
acucar para o crescimento do vegetal (SHORESH; HARMAN; MASTOURI, 2010).

O aumento no diametro do caule na fase de porta-enxerto promovido pelo T.
longibrachiatum (LPPC299) é desejavel no sistema de producdo de mudas de cajueiro, uma
vez que plantas que apresentam maior didmetro podem ser enxertadas precocemente,
reduzindo o tempo de permanéncia no viveiro (SERRANO; CAVALCANTI JUNIOR, 2016).

Tabela 1. Crescimento de porta-enxerto de cajueiro-ando ‘CCP 06°, em funcéo da aplicacéo
de cepas de Trichoderma

Tratamentos Altura Diametro Area foliar (cm?) Numero de folhas
cm mm cm?

Testemunha 24,75 Db 6,32 b 347,70 b 9,80a

LPPC299 27,81 a 6,74 a 423,90 a 11,00 a

Comercial 24,06 b 6,15Db 348,70 b 10,10 a

CV (%) 13,55 5,93 13,51 16,12

*Médias seguidas de mesma letra, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade. LPPC299: Trichoderma longibrachiatum e Comercial: T.
asperellum.

**Fonte: o proprio autor.

Os resultados obtidos divergem dos encontrados por Santos (2017) que, estudando

0 crescimento de mudas de frutiferas sob a acdo de microrganismos promotores do
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crescimento vegetal (Trichoderma spp., Bacillus e Azospirillum), verificaram que para as
mudas de cajueiro-comum (Anacardium occidentale) os indculos ndo influenciaram as
variaveis estudadas (altura, diametro de caule, massa seca da parte aérea e da raiz). Por outro
lado, Sofo et al. (2011), analisando o potencial do Trichoderma harzianum em porta-enxertos
de cerejeira (Prunus cerasus x P. canescens), observaram que as plantas inoculadas com a
estirpe apresentaram aumento de 61% na altura.

Diferencas significativas também foram encontradas para a producdo de matéria
seca de folhas, matéria seca de caule, matéria seca da parte aérea e matéria seca total na fase
de porta-enxerto, sendo os maiores valores verificados com a aplicagdo da cepa T.
longibrachiatum (LPPC299), quando comparados aos demais tratamentos (Tabela 2). A
inoculacdo das mudas de cajueiro-ando com T. longibrachiatum (LPPC299) resultou em
aumentos de 19,9%; 28,0%; 24,2% e 22,0%, respectivamente, na matéria seca de folhas, do

caule, da parte aérea e total, em relacéo a testemunha.

Tabela 2: Producdo de matéria seca de porta-enxerto de cajueiro-ando ‘CCP 06°, em funcdo da
aplicacdo de cepas de Trichoderma

Matéria seca Relagdo

Tratamentos parte
Folhas Caule Raizes Parte aérea Total aérealraizes
.................................. g porplanta .......cccooevviiiiniiine

Testemunha 1,96 b 1,43 b 0,97 a 3,39b 436b 3,45 a
LPPC299 2,35a 1,86a 1,11 a 421a 532a 3,86 a
Comercial 1,96 b 155b 1,01a 351b 452hb 3,567 a
CV (%) 19,90 18,67 20,62 18,03 17,71 13,93

*Médias seguidas de mesma letra, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade. LPPC299: Trichoderma longibrachiatum e Comercial: T.
asperellum.

**Fonte: o proprio autor.

Resultados semelhantes foram encontrados por Santos, Mello e Peixoto (2010) no
estudo com a associacdo de isolados de Trichoderma no enraizamento de estacas e
crescimento de maracujazeiro (Passiflora edulis). A cepa CEN 280 (T. longibrachiatum)
incrementou em mais de 100% o acumulo de matéria seca comparada ao controle, enquanto a
cepa CEN 201 (T. asperellum) ndo diferiu da testemunha. Lopez et al. (2019), estudando
cepas nativas de Trichoderma na promogdo do crescimento de erva-mate (llex

paraguariensis), verificaram que a inoculacdo com estirpes de Trichoderma atrovirida, T.
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stibohypoxyli e T. koningiopsis aumentaram significativamente a matéria seca da parte aérea e
a matéria seca total, em relacdo as plantas ndo inoculadas.

Em relacdo aos teores de macro e micronutrientes nas folhas de cajueiro-ando na
fase de porta-enxerto, observa-se que houve variacdo entre os tratamentos para potassio,
calcio e manganés, sendo verificados menores valores com a aplicagdo da cepa T.
longibrachiatum (LPPC299), enquanto a cepa T. asperellum (Comercial) ndo deferiu da
testemunha. Os teores foliares de potassio, célcio e manganés encontrados nas mudas
inoculadas com a cepa ‘LPPC299’ foram 15,3; 20,9 e 21,0% menores do que nas plantas do

tratamento testemunha respectivamente.

Tabela 3: Teores de macronutrientes em folhas de porta-enxerto de cajueiro-ando ‘CCP 06°,
em funcédo da aplicacdo de cepas de Trichoderma

Tratamentos N P K Ca Mg S
.................................................. 1< R
Testemunha 19,00 a 1,40 a 9,30 a 6,52 a 2,94 a 1,08 a
LPPC299 16,92 a 1,26 a 7,88Db 516 b 2,48 a 0,94 a
Comercial 18,32 a 132a 9,14a 6,34 a 2,66 a 1,00 a
CV (%) 7,16 6,15 6,53 9,57 14,42 8,11

*Médias seguidas de mesma letra, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade. LPPC299: Trichoderma longibrachiatum e Comercial: T.
asperellum.

**Fonte: o préprio autor.

Tabela 4: Teores de micronutrientes em folhas de porta-enxerto de cajueiro-ando ‘CCP 06°,
em funcédo da aplicacdo de cepas de Trichoderma

Tratamentos Cu Fe Zn Mn B
................................................... AL T —
Testemunha 4,2 a 394 a 10,2 a 279,2 a 25,6 a
LPPC299 3,8a 33,2a 9,6a 220,0 b 22,2a
Comercial 4,2 a 37,0a 10,2 a 2728 a 234a
CV (%) 14,89 18,73 11,83 12,01 8,70

*Meédias seguidas de mesma letra, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade. LPPC299: Trichoderma longibrachiatum e Comercial: T.
asperellum.

**Fonte: o proprio autor.

Apesar das variag0es nos teores de macro e micronutrientes, as plantas néo
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apresentaram sintomas de deficiéncias minerais. Considerando-se a faixa critica de nutrientes
nas folhas adultas de cajueiro-ando, estabelecida por Martins (2019), as mudas se
encontravam dentro da mesma faixa, indicando estarem supridas adequadamente, apesar de
terem sido coletadas em plantas de idades diferentes.

Diversos estudos relataram a influéncia direta ou indireta do Trichoderma nos
teores de nutrientes nas plantas. Cepas do género Trichoderma séo capazes de solubilizar
nutrientes no solo, disponibilizando-os as plantas (FRANCA et al., 2017; TANDON et al.,
2018). Contudo, estudos relatam que esses fungos podem tanto solubilizar quanto imobilizar
0s nutrientes em sua biomassa microbiana (ALTOMARE et al., 1999). Altomare et al. (1999),
estudando a solubilizagdo de fosfatos e micronutrientes in vitro pela cepa de Trichoderma
harzianum, verificaram que a0 mesmo tempo em que a cepa solubilizou fosfato, o teor de
fosforo soltvel reduziu substancialmente, concluindo que o fosforo teria sido sequestrado
para o crescimento micelial do fungo.

Além do processo de imobilizacdo de nutrientes em sua biomassa microbiana,
linhagens de Trichoderma também podem competir diretamente com as plantas por
nutrientes, quando estes se encontram em quantidades infimas no ambiente (LI, M. et al.,
2018). Santiago et al. (2013) em seu estudo sugerem que a cepa de Trichoderma asperellum
foi capaz de diminuir significativamente os teores de cobre, zinco e manganés na parte aérea
de plantas de trigo (Triticum).

Por outro lado, quando considerado o acimulo de macro e micronutrientes em
folhas de porta-enxerto de cajueiro-ando (Tabela 5 e 6) ndo foram verificadas diferencas entre
os tratamentos, indicando a ocorréncia de efeito de diluicdo desses elementos na planta. Este
efeito é caracterizado quando a taxa de crescimento de matéria seca é maior que a taxa de

absorcédo do nutriente.

Tabela 5: Acimulo de macronutrientes em folhas de porta-enxerto de cajueiro-ando ‘CCP 06°,
em funcédo da aplicacdo de cepas de Trichoderma

Tratamentos N P K Ca Mg S
.................................................. GKG ™ e,
Testemunha 37,26 a 2,78 a 18,22 a 12,70 a 570a 2,10a
LPPC299 39,74 a 2,96 a 18,58 a 12,12 a 5,78 a 2,14 a
Comercial 35,58 a 2,52 a 17,68 a 12,46 a 5,06 a 1,96 a

CV (%) 13,60 12,35 14,05 17,76 9,98 13,42
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*Médias seguidas de mesma letra, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade. LPPC299: Trichoderma longibrachiatum e Comercial: T.
asperellum.

**Fonte: o préprio autor.

Tabela 6: Acumulo de micronutrientes em folhas de porta-enxerto de cajueiro-aniao ‘CCP 06°,
em funcdo da aplicacdo de cepas de Trichoderma

Tratamentos Cu Fe Zn Mn B
................................................... L T —
Testemunha 8,20 a 72,40 a 20,20 a 547,20 a 50,40 a
LPPC299 8,80 a 78,00 a 22,80 a 516,20 a 55,20 a
Comercial 8,20 a 77,20 a 19,60 a 530,20 a 43,40 a
CV (%) 18,94 24,53 14,43 16,39 14,48

*Médias seguidas de mesma letra dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade. LPPC299: Trichoderma longibrachiatum e Comercial: T.
asperellum.

**Fonte: o préprio autor.

De modo geral, a promogéo do crescimento de plantas mediadas por fungos do
género Trichoderma esta relacionada a producdo de fitohormonios, de sideréforos e da
solubilizacdo de fosfatos, os quais sdo responsaveis pelo crescimento e pelo aumento na
producdo de matéria seca (KOTASTHANE et al., 2015; LI, Y. T. et al., 2018). Nesse sentido,
Ldpez et al. (2019) atribuiram o0 aumento de matéria seca da parte aérea e total de erva-mate a
producdo de sideréforos e a solubilizacdo de fosfatos pelas estirpes de Trichoderma
atrovirida, T. stibohypoxyli e T. koningiopsis.

Em relagdo a producdo de fitohorménios como as auxinas, no presente estudo,
ambas as estirpes de Trichoderma n&o foram capazes de produzir auxinas in vitro, tanto na
auséncia quanto na presenca do seu precursor, o L-triptofano (dados ndo apresentados). Os
resultados divergem dos obtidos por Ortufio et al. (2016), que verificaram que todas as cepas
de Trichoderma avaliadas foram capazes de produzir auxinas. A auséncia de producdo de
auxinas pelos isolados estudados explica o efeito ndo significativo entre os tratamentos no
namero de folhas de cajueiro-ando, uma vez que o crescimento vegetal estd diretamente
relacionado com a producédo de &cido-3-indolacético. As auxinas sdo substancias sintetizadas
principalmente nos primordios foliares e em folhas jovens e sua biossintese acontece na
presenca do seu principal precursor o triptofano, cujo deslocamento da parte aérea para as
raizes se da via floema. Nas plantas, suas funcGes estdo atreladas ao alongamento celular,

divisdo celular, diferenciacdo de tecidos vasculares, inibicdo da senescéncia foliar e
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crescimento das raizes (SIMON; PETRASEK, 2011; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Por outro lado, as estirpes avaliadas foram capazes de solubilizar fosfato de célcio
e de biossintetizar sideroforos (Figuras 1 e 2). As cepas foram capazes de solubilizar fosfato
de célcio in vitro, contudo, ndo foram verificadas diferencas entre elas. Espécies do género
Trichoderma s&o solubilizadoras de fosfatos e micronutrientes, tanto in vitro quanto na
rizosfera (ALTOMARE et al., 1999; TANDON et al., 2018). Essa solubilizacdo de fosfatos
mediada por Trichoderma é devida a exsudacéo de &cidos organicos de baixo peso molecular,
como o acido acético, o latico, o malico e o oxalico, além da liberacdo de enzimas do tipo
fosfatase (ALTOMARE et al., 1999; BEHERA et al., 2014). O produto obtido a partir da
solubilizagdo por cepas do género Trichoderma é o ion fosfato, forma essa prontamente
assimilavel pelas plantas. Esse elemento é responsavel pelo crescimento das raizes das plantas,
as quais apresentando sistema radicular mais desenvolvido tendem a melhorar a absorcéo de
agua e nutrientes, favorecendo o crescimento da parte aérea (SARAVANAKUMAR; ARASU,;
KATHIRESAN, 2013; BUCHER et al., 2018).

Os isolados fungicos também foram capazes de biossintetizar sider6foros in vitro
em quantidades semelhantes (Figura 2). Sideroforos sdo definidos como moléculas de baixo
peso molecular, responsaveis por quelatizar ions ferro e, assim, facilitar a absorcdo desses
ions pelas plantas (HIDER; KONG, 2010), sendo sintetizados em ambientes com baixo teor
de ferro (LEMANCEAU et al., 2009).

Figura 1: Teores de fosfato de célcio solubilizado (ug L™), em funcdo da aplicacéo de cepas
de Trichoderma (porta-enxerto)
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*Médias seguidas de mesma letra nas barras, ndo diferem entre si pelos testes t a 5% de
probabilidade. LPPC299: Trichoderma longibrachiatum e Comercial: T. asperellum.
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**CV(%): 69,45.
***Fonte: o0 proprio autor.

Figura 2: Producdo de sideroforos (%), em fungdo da aplicagdo de cepas de Trichoderma
(porta-enxerto)
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*Médias seguidas de mesma letra nas barras, ndo diferem entre si pelos testes t a 5% de

probabilidade. LPPC299: Trichoderma longibrachiatum e Comercial: T. asperellum.
**CV(%): 7,15.
***Fonte: o proprio autor.

Os sideroforos exsudados por fungos desempenham importante papel na
disponibilidade e absor¢éo de ferro pelas plantas (LEHNER et al., 2013; MUKHERJEE et al.,
2018). O ferro, por sua vez, € responsavel por desempenhar funcdes na planta relacionadas a
biossintese de clorofila, que é o pigmento responsavel pela fotossintese (DECHEN et al.,
2018). Nesse sentido, plantas com maior capacidade para realizar fotossintese tendem a
apresentar crescimento e desenvolvimento mais elevados, quando comparadas as plantas que
apresentam baixa atividade fotossintética.

As cepas T. longibrachiatum (LPPC299) e T. asperellum (Comercial)
apresentaram capacidades semelhantes para a solubiliza¢do do fosfato e para a producdo de
siderdforo; entretanto, segundo Harman et al. (2004), diferencas entre cepas de Trichoderma
sdo esperadas. De acordo com esses autores, algumas cepas séo eficientes em aumentar a
superficie do sistema radicular, possibilitando maior acesso aos nutrientes do solo, enquanto
outras sdo mais eficientes em solubilizar nutrientes, produzir auxinas e/ou biossintetizar
siderdforos. Ha especies, ainda, que sdo capazes de aperfei¢coar 0s mecanismos responsaveis

pela absorcdo de nutrientes, como o fosforo e o nitrogénio (ALTOMARE et al., 1999;
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ZEILINGER et al., 2016). Nesse sentido, essa diferenca reflete na capacidade e no potencial
de cada isolado em realizar suas atividades.

Assim, devido a semelhanca entre os isolados em relacdo aos principais
mecanismos de promocao de crescimento, ndo foi possivel explicar o aumento no crescimento
das mudas de cajueiro-anéo na fase de porta-enxerto promovido pelo T. longibrachiatum, em
relagdo ao produto comercial contendo T. asperellum. A exsudagéo de outros fitohormonios,
como as citocininas e as giberelinas, ndo avaliadas no presente estudo, pode estar relacionada
ao maior desenvolvimento das plantas. As citocininas tém efeitos em diversos processos
fisioldgicos, de crescimento e de desenvolvimento dos vegetais, estando relacionada a divisdo
celular, reducdo da dominancia apical, inducdo da formacdo e atividade dos meristemas
apicais, desenvolvimento do sistema vascular e quebra da dorméncia de gemas, fatores que
contribuem para o crescimento do sistema radicular, expansao das folhas e retardamento da
senescéncia foliar (TAIZ et al., 2017). Ja o grupo das giberelinas é composto por horménios
capazes de promover a extensdo do caule e por induzir a divisdo mitoética dos brotos foliares
(TAIZER; ZEIGER, 2013).

A auséncia de efeito da cepa T. asperellum (Comercial) no crescimento do porta-
enxerto de cajueiro pode estar associada ao processo de colonizagdo do sistema radicular, seja
por problemas quanto a sobrevivéncia do indculo ou por condi¢cdes ambientais desfavoraveis
ao crescimento e ao desenvolvimento do microrganismo, como Vvariagdes bruscas na
temperatura e umidade elevada. Se os microrganismos ndo colonizarem a rizosfera de forma
adequada, ndo havera interacdo com a planta (FREITAS, 2007). Mesmo havendo colonizacao
é necessario que haja o reconhecimento dos metabdlitos, sejam estes exsudados pelas plantas
ou pelos microrganismos, para que aconteca a interacdo e a planta possa desfrutar dos
beneficios (HERMOSA et al., 2012).
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7.2 Mudas enxertadas

Na fase de producédo de mudas enxertadas de cajueiro-ando ‘BRS 226’ observou-
se diferenca entre os tratamentos para o diametro do caule (Tabela 7). Mudas-enxertadas
inoculadas com Trichoderma longibrachiatum apds a enxertia (LPPC299 E) e as inoculadas
na semeadura e reinoculadas apds a enxertia, tanto com o T. longibrachiatum (LPPC299 SE)
quanto com o T. asperellum (Comercial SE), resultaram em maior diametro do caule em
relagdo ao tratamento testemunha. Considerando o efeito semelhante desses tratamentos nessa
variavel, a aplicacdo Unica do T. longibrachiatum ap6s a enxertia (LPPC299 E) mostrou-se
mais vantajosa para a ado¢do no viveiro de mudas do que a inoculacdo nas duas fases de
crescimento do cajueiro-ando.

A avaliacdo do didmetro do pseudocaule (DC) é fundamental, pois, esta
diretamente relacionada ao crescimento e a sobrevivéncia das espécies em campo (WARD;
GENT; STEPHENS, 2000; DAVIS e JACOBS, 2005). Estudos sugerem (DC) como o
principal indicador da qualidade da muda ap6s o plantio, por estar intimamente relacionado ao
vigor da muda, pois, caules com maiores diametros tém alta possibilidade de apresentarem
maior numeros de gemas, favorecendo o surgimento de primdrdios foliares, com posterior
formacdo dos primeiros brotos apo6s o plantio das mudas em campo (ROSE; HASSE, 1995;
RITCHIE; LANDIS, 2008), além de suportarem mudancas bruscas nas variaces climaticas,
como ventos fortes.

Diferengas significativas foram encontradas para a é&rea foliar das mudas
enxertadas de cajueiro-ando (Tabela 7), sendo os melhores resultados observados com a
aplicacdo das cepas T. asperellum, tanto na semeadura (Comercial S) quanto apds a enxertia

(Comercial E) e, do T. longibrachiatum na semeadura (LPPC299 S).

Tabela 7: Crescimento de mudas enxertadas de cajueiro-ando ‘BRS 226°, em funcéo da
aplicacdo de cepas de Trichoderma

Tratamentos Altura Diametro Area foliar Numero de folhas
cm mm cm’

Testemunha 21,61 a 6,55 b 115,19 b 7,25a

LPPC299 S 21,78 a 6,89 b 136,49 a 6,75a

Comercial S 22,45 a 6,94 b 128,83 a 6,50 a

LPPC299 E 20,73 a 7,48 a 95,74 b 6,13 a

Comercial E 22,42 a 7,09b 145,49 a 7,62 a
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LPPC299 SE 22,25 a 7,31 a 112,15b 6,12 a
Comercial SE 21,88 a 7,65 a 108,99 b 6,00 a
CV(%) 5,04 9,11 24.69 22,87

*Médias seguidas de mesma letra, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade. LPPC299 S: Trichoderma longibrachiatum aplicado na
semeadura; Comercial S: T. asperellum aplicado na semeadura; LPPC299 E:. T.
longibrachiatum aplicado apds a enxertia; Comercial E: T. asperellum aplicado apos a
enxertia; LPPC299 SE: T. longibrachiatum aplicado na semeadura e ap6s a enxertia e
Comercial SE: T. asperellum aplicado na semeadura e apds a enxertia.

**Fonte: o proprio autor.

Em relacdo a producdo de matéria seca, verificou-se efeito dos tratamentos
somente para a producdo de matéria seca de folhas (Tabela 8). Foram obtidos aumentos na
producdo de matéria seca de folhas de 25,0%, 18,2% e 17,0%, respectivamente, com a
aplicacdo das cepas T. asperellum apos a enxertia (Comercial E), na semeadura (Comercial S)
e do T. longibrachiatum na semeadura (LPPC299 S), em relacdo a testemunha; tais resultados
foram diretamente relacionados aos obtidos para aérea foliar (Tabela 7), ou seja, plantas com
maior aérea foliar apresentaram maior producdo de matéria seca de folhas.

Para a massa seca de caule, raizes e parte aérea, as mudas que foram inoculadas
com T. longibrachiatum ou T. asperellum, seja na semeadura, ap0s a enxertia ou na semeadura
e apds a enxertia, ndo apresentaram ganhos em relacdo as mudas do tratamento testemunha.

Sobre o estado nutricional das mudas enxertadas de cajueiro-ando, observa-se que
os tratamentos influenciaram somente o teor de N das folhas (Tabelas 9 e 10). A inoculagdo
das mudas com T. longibrachiatum apos a enxertia (LPPC299 E) aumentou em 16% o teor de
N nas folhas, em relacdo as mudas ndo inoculadas. Em todos os tratamentos os teores de
macro e micronutrientes nas folhas encontravam-se dentro da faixa critica estabelecida por
Martins (2019) para o cajueiro, apesar de terem sido coletadas folhas especificas (folhas 5 e 6
do ramos com inflorescéncia) em plantas adultas (com diferente idade), enquanto no presente

estudo foram coletadas todas as folhas das mudas.

Tabela 8: Produgdo de matéria seca de mudas enxertadas de cajueiro-ando ‘BRS 226°, em
funcdo da aplicacdo de cepas de Trichoderma

Matéria seca Relacéo parte
Tratamentos _ _ ) )
Folhas  Caule Raizes Parte aérea Total aérealraizes
............................ g por planta ........cccoeeverennnne

Testemunha 0,88b 2,28a 1,76 a 3,16 a 492 a 1,89a
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LPPC299S 1,03a 236a 1,78a 3,39a 518a 2,00 a
Comercial S 1,04a 233a 169a 3,37 a 5,07 a 2,16 a
LPPC299E 0,71b 243a 174a 3,14a 4,89 a 1,83a
ComercialE  1,10a 253a 1,66a 3,64a 53la 2,49 a
LPPC299SE 0,77b 238a 1,75a 315a 491a 1,80a
Comercial SE  0,82b 235a 18la 3,17 a 4,98 a 1,85a
CV(%) 24,13 17,15 28,80 13,87 16,71 27,90

*Médias seguidas de mesma letra, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade. LPPC299 S: Trichoderma longibrachiatum aplicado na
semeadura; Comercial S: T. asperellum aplicado na semeadura; LPPC299 E:. T.
longibrachiatum aplicado apds a enxertia; Comercial E: T. asperellum aplicado apos a
enxertia; LPPC299 SE: T. longibrachiatum aplicado na semeadura e apds a enxertia e
Comercial SE: T. asperellum aplicado na semeadura e apds a enxertia.

**Fonte: o proprio autor.

Tabela 9: Teores de macronutrientes em folhas de mudas enxertadas de cajueiro-andao ‘BRS
226, em fungdo da aplicacdo de cepas de Trichoderma

Tratamentos N P K Ca Mg S
.................................................. L R —

Testemunha 12,63 b 1,08 a 9,89 a 4,85 a 3,03 a 0,86 a
LPPC299S 1291b 1,03a 9,50 a 4,15a 2,69a 0,90a
Comercial S 12,28 b 1,09a 9,82a 4,54 a 2,68 a 0,83 a
LPPC299E 14,68a 1,13 a 11,13 a 4,87 a 3,09a 1,00 a
Comercial E 11,79 b 1,09a 10,47 a 4,17 a 2,43 a 0,82 a
LPPC299 SE 13,28b 1,29a 11,12 a 4,92 a 2,90 a 0,92a
Comercial SE 11,71 b 1,05a 10,32 a 4,36 a 2,83a 0,90 a
CV (%) 8,72 11,63 8,82 11,05 9,53 10,33

*Meédias seguidas de mesma letra, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade. LPPC299 S: Trichoderma longibrachiatum aplicado na
semeadura; Comercial S: T. asperellum aplicado na semeadura; LPPC299 E:. T.
longibrachiatum aplicado apds a enxertia; Comercial E: T. asperellum aplicado ap6s a
enxertia; LPPC299 SE: T. longibrachiatum aplicado na semeadura e ap0s a enxertia e
Comercial SE: T. asperellum aplicado na semeadura e apds a enxertia.

**Fonte: o proprio autor
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Tabela 10: Teores de micronutrientes em folhas de mudas enxertadas de cajueiro-anao ‘BRS
226’°, em fungdo da aplicacdo de cepas de Trichoderma

Tratamentos Cu Fe Zn Mn B
.................................................. AN R —
Testemunha 4,75 a 42,50 a 14,50 a 127,50 a 20,90 a
LPPC299 S 4,25 a 37,25a 11,75a 120,75 a 16,75 a
Comercial S 5,00 a 33,50 a 12,25 a 133,75a 18,93 a
LPPC299 E 525a 51,25 a 12,50 a 128,00 a 19,01 a
Comercial E 4,75 a 43,25a 12,25 a 108,50 a 19,52 a
LPPC299 SE 550a 42,50 a 13,75a 124,50 a 15,73 a
Comercial SE 4,50 a 36,25 a 12,50 a 117,75 a 20,03 a

CV (%) 13,47 47,45 16,89 19,06 14,71

*Medias seguidas de mesma letra, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade. LPPC299 S: Trichoderma longibrachiatum aplicado na
semeadura; Comercial S: T. asperellum aplicado na semeadura; LPPC299 E: T.
longibrachiatum aplicado apds a enxertia; Comercial E: T. asperellum aplicado apos a
enxertia; LPPC299 SE: T. longibrachiatum aplicado na semeadura e apds a enxertia e
Comercial SE: T. asperellum aplicado na semeadura e apds a enxertia.

**Fonte: o préprio autor.

Os dados obtidos para o teor de nitrogénio em folhas de cajueiro-ando no
tratamento ‘LPPC299 E’ divergem dos encontrados por Soldan (2014), que verificou que as
cepas de Trichoderma ndo foram capazes de influenciar no teor de nitrogénio em folhas de
Mirticeas, quando comparadas com a testemunha. Para os teores de enxofre, célcio,
magnésio, potassio e fosforo, os dados corroboram com os encontrados pelo mesmo autor,
onde os tratamentos inoculados com as cepas de Trichoderma nédo diferiram da testemunha.

Em estudo com uvaieira (Eugenia pyriformis (cambes) kausel), Soldan (2014)
verificou que as cepas apresentaram comportamento diferente quanto aos teores dos nutrientes
nas folhas. A cepa Trichonat PM — Trichoderma spp. foi capaz de aumentar os teores de
nitrogénio, calcio, potassio, enxofre e magnésio, quando comparada com as plantas nao
inoculadas, enquanto a inoculacdo com a cepa Trichoderma spp. — FS1 foi capaz de
influenciar somente nos teores de nitrogénio enxofre, fosforo e magnésio.

Apesar de a aplicacdo da cepa T. longibrachiatum apos a enxertia (LPPC299 E)
ter proporcionado teores mais altos de N nas folhas, esse aumento ndo resultou em
incrementos na area foliar e na producdo de matéria seca de folhas (Tabelas 7 e 8), ao
contrario, houve diminuicdo nessas varidveis. Isso se deve ao efeito concentragdo de

nutrientes, como pode ser observado nas Tabelas 11 e 12, em que os tratamentos ndo
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influenciaram no acumulo do nitrogénio e dos demais nutrientes nas folhas de cajueiro-ando.

Tabela 11: Acumulo de macronutrientes em folhas de mudas enxertadas de cajueiro-ando
‘BRS 226’, em fungao da aplicagdo de cepas de Trichoderma

Tratamentos N P K Ca Mg S
.................................................. L R —

Testemunha 11,23 a 0,98 a 8,85a 4,35a 2,69a 0,77 a
LPPC299S 1324a 1,06 a 9,84 a 4,29 a 2,78 a 0,93a
Comercial S 12,70 a 1,13a 10,29 a 4,67 a 2,78 a 0,85a
LPPC299 E 9,93a 0,76 a 7,72 a 3,26 a 2,09 a 0,66 a
Comercial E 13,02 a 1,22 a 11,62 a 4,61a 2,69 a 091a
LPPC299 SE 10,23 a 0,97a 8,50 a 3,85a 2,26 a 0,72a
Comercial SE 9,63 a 0,87 a 8,44 a 3,56 a 2,3la 0,73 a
CV (%) 20,53 22,76 24,43 22,56 22,00 18,72

*Médias seguidas de mesma letra, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade. LPPC299 S: Trichoderma longibrachiatum aplicado na
semeadura; Comercial S: T. asperellum aplicado na semeadura; LPPC299 E:. T.
longibrachiatum aplicado apds a enxertia; Comercial E: T. asperellum aplicado apos a
enxertia; LPPC299 SE: T. longibrachiatum aplicado na semeadura e apds a enxertia e
Comercial SE: T. asperellum aplicado na semeadura e apds a enxertia.

**Fonte: o préprio autor

Tabela 12: Acumulo de micronutrientes em folhas de mudas enxertadas de cajueiro-ando
‘BRS 226°, em fung¢ao da aplicagdo de cepas de Trichoderma

Tratamentos Cu Fe Zn Mn B
.................................................. AL R —
Testemunha 4,22 a 37,80 a 12,80 a 110,82 a 18,25 a
LPPC299 S 4,40 a 37,37 a 12,07 a 125,02 a 17,22 a
Comercial S 522a 32,75a 12,62 a 133,50 a 19,72 a
LPPC299 E 3,60a 34,52 a 8,32a 86,95 a 13,10 a
Comercial E 535a 47,32 a 13,67 a 120,27 a 21,47 a
LPPC299 SE 4,22 a 31,20 a 10,57 a 96,55 a 12,62 a
Comercial SE 3,70 a 29,85 a 10,17 a 95,90 a 16,47 a

CV (%) 26,50 40,08 24,30 22,66 23,88

*Meédias seguidas de mesma letra, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade. LPPC299 S: Trichoderma longibrachiatum aplicado na
semeadura; Comercial S: T. asperellum aplicado na semeadura; LPPC299 E:. T.
longibrachiatum aplicado ap6s a enxertia; Comercial E: T. asperellum aplicado apos a
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enxertia; LPPC299 SE: T. longibrachiatum aplicado na semeadura e ap6s a enxertia e
Comercial SE: T. asperellum aplicado na semeadura e apds a enxertia.
**Fonte: o proprio autor.

Esses resultados sugerem que as cepas de Trichoderma se comportam de maneira
diferente em relacdo ao tipo de planta em que sdo inoculadas. Como consequéncia, a interagéo
microrganismo/planta € dindmica e mediada por reacGes bioquimicas, sendo liberados
exsudados radiculares que séo reconhecidos pelo fungo e/ou pelas plantas, a fim de que a
interacdo aconteca de forma eficiente e a planta possa usufruir de todos os beneficios
(HERMOSA et al., 2012).

As cepas em estudo ndo foram capazes de biossintetizar &cido-3-indolacético,
tanto na auséncia como na presenca do L-triptofano (dados ndo apresentados). Assim, como
verificado na fase de producdo do porta-enxerto, o nimero de folhas nas mudas enxertadas
néo foi influenciado nem pela aplicagéo, nem pela reaplicacdo dos isolados de Trichoderma,
possivelmente devido a incapacidade desses microrganismos em biossintetizar a auxina.

Para que haja producdo de auxinas pelos isolados de Trichoderma é necessario
que as plantas sintetizem compostos que serdo reconhecidos pelos microorganismos que, em
resposta, produzem sinais, permitindo o processo de coloniza¢cdo microbiana (BERG, 2009).
As raizes das plantas também exsudam acglcares como fonte de alimento para o0s
microrganismos para que a colonizagdo acontega de forma eficiente (DRUZHININA et
al., 2011; VARGAS; CRUTCHER; KENERLEY, 2011). Caso ndo haja o reconhecimento dos
compostos, a interacdo fica comprometida e, tanto o fungo quanto a planta ndo usufruem dos
beneficios. Esse fato que pode ter ocorrido e determinado a ndo producdo de auxinas pelos
isolados estudados.

Os isolados foram capazes de solubilizar fosfato de célcio in vitro (Figura 3) e
produzir sideréforos (Figura 4); entretanto, ndo houve diferenca entre os tratamentos. Desse
modo, observa-se que a época (semeadura, apds enxertia, e semeadura e apos a enxertia) em
que foram inoculadas as cepas ndo interferiu na capacidade desses microrganismos em
solubilizar fosfatos de calcio, bem como em produzir sider6foros, indicando serem

caracteristicas intrinsecas das cepas em estudo.
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Figura 3: Teores de fosfato de célcio solubilizado (ug L™), em funcéo da aplicacdo de cepas
de Trichoderma (mudas enxertadas)
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*Medias seguidas de mesma letra, nas barras, ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott, a
5% de probabilidade. LPPC299 S: Trichoderma longibrachiatum aplicado na semeadura;
Comercial S: T. asperellum aplicado na semeadura; LPPC299 E: T. longibrachiatum aplicado
apos a enxertia; Comercial E: T. asperellum aplicado apds a enxertia; LPPC299 SE: T.
longibrachiatum aplicado na semeadura e ap6s a enxertia e Comercial SE: T. asperellum
aplicado na semeadura e ap6s a enxertia. **CV (%): 11,91.

***Fonte: o proprio autor.

Figura 4: Producdo de sider6foros (%), em funcdo da aplicacdo de cepas de Trichoderma
(mudas enxertadas)
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*Médias seguidas de mesma letra, nas barras, ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott, a
5% de probabilidade. LPPC299 S: Trichoderma longibrachiatum aplicado na semeadura;
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Comercial S: T. asperellum aplicado na semeadura; LPPC299 E: T. longibrachiatum aplicado
apos a enxertia; Comercial E: T. asperellum aplicado ap6s a enxertia; LPPC299 SE: T.
longibrachiatum aplicado na semeadura e ap0s a enxertia e Comercial SE: T. asperellum
aplicado na semeadura e apds a enxertia. **CV (%): 51,11.

***Fonte: o proprio autor.

Figura 5: Mudas enxertadas de cajueiro-ando ‘BRS 226°, em funcdo da inoculacdo de
Trichoderma
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*01: Testemunha, 02: Comercial E: Trichoderma asperellum aplicado apos a enxertia; 03:
LPPC299 E: T. longibrachiatum aplicado apds a enxertia; 04: Comercial S: T. asperellum
aplicado na semeadura; 05: LPPC299 S: T. longibrachiatum aplicado na semeadura; 06: Co-
mercial SE: T. asperellum aplicado na semeadura e ap6s a enxertia e 07: LPPC299 SE: T.
longibrachiatum aplicado na semeadura e ap0s a enxertia.

**Fonte: o proprio autor.

A falta de resposta da planta a inoculagdo com cepas de Trichoderma pode
também ser justificada pela especificidade na relagdo planta x microrganismo. Para que a
planta estabeleca uma relacdo benéfica com o Trichoderma é preciso que haja
reconhecimento da planta ao microrganismo, que se da pela liberacdo de exsudados. As
estirpes utilizadas no presente estudo ndo foram coletadas em rizosfera de cajueiro-ando. A
cepa T. longibrachiatum (LPPC299) foi coletada em area produtora de bananeira (Musa) e,
estudos preliminares (resultados ainda n&o publicados) com bananeira mostraram resultados
superiores aos encontrados na presente pesquisa, enquanto que a cepa T. asperellum foi obtida
via produto comercial, cuja indicacdo é para uso em algoddo (Gossypium), feijdo (Phaseolus
vulgaris) e soja (Glycine max).

Para aproveitamento total dos beneficios derivados do uso de microrganismos na

agricultura, o processo de inoculagéo deve levar em conta fatores que podem ser limitantes a
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eficiéncia desses microrganismos apo6s a inoculagdo, seja na produgdo de mudas ou em
campo. Dentre eles, 0 manejo que preconiza a incorporacdo da matéria organica para ser
utilizada como fonte de alimento para os microrganismos (SILVA et al., 2012); também deve
considerar fatores tais como a textura do solo e/ou substrato, pH, temperatura, umidade e
disponibilidade de nutrientes no solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
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8 CONCLUSAO

A cepa Trichoderma longibrachiatum promoveu aumento do crescimento do
‘CCP 06’ utilizado como porta-enxerto de mudas enxertadas de cajueiro-anao.

A utilizagdo das cepas Trichoderma longibrachiatum e Trichoderma asperellum
apresentou-se vantajoso apenas para 0 aumento do didmetro do caule de mudas enxertadas de

cajueiro-ando ‘BRS 226°.
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ANEXO A - PREPARO DA SOLUCAO CROMOAZUROL (CAS)

e Solucédo A:
v 12,2 mg de Cromo Azurol S,
v" 10 mL de &gua deionizada.
Preparar a solucdo em baldo volumétrico, transferindo analiticamente o corante com
agua deionizada.
e Solucéo B:
v 84 uL de HCL concentrado,
v 100 mL de agua deionizada,
v' 27 mg de FeCl3.6H,0.
Dissolver primeiramente o FeCl; na dgua destilada em um béquer de vidro, e, apos
completa dissolucdo acrescentar o HCL. Homogeneizar com bastéo de vidro.
e Solucéo C:
v 21,9 mg de HDTMA (Brometo de hexadeciltrimetilamonio),
v' 25 mL de agua deionizada morna,
Dissolver o reagente em um béquer de vidro, e, homogeneizar com bastdo de vidro.
e Solucéo D:
v 4,307 g de piperazina Anidra,
v 40 mL de 4gua deionizada,

Preparar a solugcdo em um béquer de vidro, e, homogeneizar com bastdo de vidro.

Preparo da solucdo final: em um béquer de vidro adicionar 7,5 mL da solucdo A e
1,5 mL da solucdo B. Em seguida, acrescentar a mistura vagarosamente ao contetdo da
solugdo C. Transferir o conteudo dessa mistura para um baldo volumétrico de 100 mL.
Transferir a solucdo D para o baldo volumétrico e avolumar com &gua deionizada. Apos
homogeneizacéo transferir a solu¢do para um béquer de vidro envolto em papel aluminio e em
ambiente escuro ajustar vagarosamente o pH com HCL (12 M) para 5,6. Armazenar a solucéo

em geladeira em frasco totalmente escuro.
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ANEXO B - PREPARO DA SOLUCAO VANADO-MOLIBDICO

e Solucdo 01: solucdo de molibdato 50 g L™
v 50 g de molibdato de amdnio;
Em um béquer de vidro dissolver 50 g de molibdato de amdnio em 800 mL de agua
destilada quente, deixar esfriar até temperatura ambiente. Completar o volume para
1000 mL com &gua destilada em baldo volumétrico. Armazenar em frasco escuro e na
geladeira.

e Solugdo 02: solugdo de metavanadato de amoénio (NH4V03) 2,5¢g L™
v’ 2,5gde NH4VO;3
v 350 mL de acido nitrico a 65% (HNO3)

Dissolver 2,5 g de NH;VVO3em 500 mL de agua destilada quente, logo ap6s, adi-
cionar vagarosamente 350 mL de &cido nitrico (HNO3; 65%), deixar esfriar em banho de gelo.
Apbs resfriamento avolumar para 1000 mL com agua destilada, a solucdo deve ser armazena-
da em frasco escuro e mantida em geladeira. Observacdo: Misturar em partes iguais as solu-
¢des 01 (molibdato) e 02 (metavanadato de amonio) e, as duas solugdes sdo misturadas apenas
na hora do uso.



