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PODRIDÃO VERMELHA DO SISAL: CONTROLE COM Trichoderma spp., 

ESCALA DE NOTAS E ESTUDOS HISTOPATOLÓGICOS 

 
Autor: Leonardo de Oliveira Barbosa 
Orientadora: Dra. Ana Cristina Fermino Soares 
 
RESUMO: A podridão vermelha causada pelo fungo Aspergillus welwitschiae é o 

principal problema fitossanitário da cultura do sisal (Agave sisalana Perrine). 

Estudos científicos sobre esta cultura em geral, e mais especificamente sobre a 

podridão vermelha, historicamente têm sido negligenciados. Este trabalho teve 

como objetivos: i) elaborar e validar uma escala de notas para quantificação da 

podridão vermelha no sisal, ii) estudar aspectos histológicos e histoquímicos dos 

tecidos internos do caule de plantas de sisal com sintomas da podridão vermelha 

e iii) selecionar isolados de Trichoderma spp.. para o controle desta doença e 

estudar a nível tecidual a interação Trichoderma - A. welwitschiae – A. sisalana. A 

escala foi elaborada com seis níveis de severidade (0: 0%, 1: ≤ 5%, 2: 7-20%, 3: 

22-45 %, 4: 50 - ≤ 78%, 5:> 78% da área afetada), sendo validada por 12 

avaliadores (com e sem treinamento). A escala proposta é de fácil uso e fornece 

resultados acurados e precisos (90%). No estudo anatômico foi evidenciado que a 

podridão vermelha está presente em todo o parênquima fundamental. O patógeno 

foi encontrado nos elementos de vaso e em células do parênquima. As células 

infectadas pelo patógeno apresentam parede celular degradada e sem formato 

definido, evidenciando que o patógeno atua como um fungo necrotrófico. O A. 

welwitschiae também age como patógeno vascular, colonizando os vasos do 

xilema. Em resposta à infecção, a planta ativa alguns mecanismos de defesa tais 

como lignificação da parede celular, obliteração dos elementos de vaso e 

produção de compostos fenólicos. Os isolados de Trichoderma spp. inibiram a 

germinação de esporos, o crescimento micelial e a esporulação de A. 

welwitschiae e promoveram significativa redução da incidência (70-93%) e 

severidade (97%) da doença em mudas de sisal. Cortes transversais do caule de 

plantas tratadas com Trichoderma spp. e infectadas por A. welwitschiae 

demonstram que o patógeno e o avanço da doença foram contidos por camadas 

de células parenquimáticas lignificadas. Hifas, conidióforos e conídios de 

Trichoderma spp. foram encontrados nos tecidos caulinares. 

Palavras-chave: A. sisalana, A. welwitschiae, Patometria, Histologia, Lignificação. 



SISAL BOLE ROT DISEASE: CONTROL WITH Trichoderma spp., SCALE OF 

NOTES AND HISTOPATHOLOGICAL STUDIES 

 
Author: Leonardo de Oliveira Barbosa 
Advisor: Dra. Ana Cristina Fermino Soares 
 

ABSTRACT: The bole rot disease caused by the fungus Aspergillus welwitschiae 

is the main phytosanitary problem of sisal crop (Agave sisalana Perrine). Scientific 

studies on this crop in general, and more specifically on bole rot disease, have 

historically been neglected. This work aimed to: i) elaborate and validate a scale 

for quantification of sisal bole rot disease, ii) study histological and histochemical 

aspects of the internal tissues of the stem of sisal plants with symptoms of bole rot 

disease and iii) select isolates of Trichoderma spp. for control of sisal bole rot and 

to study at the tissue level the interaction Trichoderma - A. welwitschiae - A. 

sisalana. The scale was elaborated with six levels of severity (0: 0%, 1: ≤ 5%, 2: 7-

20%, 3: 22-45%, 4: 50 - ≤ 78%, 5: 78% of the affected area), being validated by 12 

evaluators (with and without training). The proposed scale is easy to use and 

provides accurate and accurate results (90%), however the evaluators should be 

trained for the assessments. In the anatomical study, the pathogen was found in 

the vessel elements and in parenchyma cells. Bole rot disease is present in all the 

fundamental parenchyma. The cells infected by the pathogen had degraded and 

unformed cell walls, which indicates that it acts as a necrotrophic fungus. In 

addition, A. welwitschiae also acts as a vascular wilt pathogen that colonizes the 

xylem vessels. In response to infection, the plant produces some defense 

mechanisms such as lignification of the cell walls, obliteration of vessel elements 

and production of phenolic compounds. The isolates of Trichoderma spp. inhibited 

spore germination, mycelium growth and sporulation of A. welwitschiae and 

promoted a significant reduction of the incidence (70-93%) and severity (97%) of 

the disease in sisal plants. Cross-sectional stem cuttings of plants treated with 

Trichoderma spp. and infected by A. welwitschiae demonstrate that the pathogen 

and disease progression were contained by layers of lignified parenchyma cells. In 

addition, hyphae, conidiophore and conidia of Trichoderma spp. were found in the 

stem tissues. 
 

Key words: A. sisalana, A. welwitschiae, Pathometry, Histology, Lignification. 
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REFERENCIAL TEÓRICO  

 

A cultura do sisal 

O gênero Agave possui mais de 200 espécies e muitas delas fazem parte 

de paisagens naturais e antrópicas em muitas regiões áridas e semiáridas do 

mundo, mas são particularmente proeminentes no México (GÁRCIA-MENDOZA, 

2002; GARCIA-MOYA et al., 2011; COLEMAN-DERR et al., 2016). As plantas 

desse gênero apresentam o metabolismo do ácido das Crassuláceas (CAM) para 

a fixação de CO2, com fechamento dos estômatos durante o dia e abertura à noite 

quando as taxas de evapotranspiração são baixas (ABRAHAM et al., 2016).  Em 

razão disso, as especeis de Agave podem ser cultivadas com sucesso nas 

condições climáticas de regiões áridas e semiáridas. 

A Agave sisalana Perrine (família Asparagacea) popularmente conhecida 

como sisal é uma monocotiledônea herbácea de folhas rígidas, com comprimento 

variando de 120 a 160 cm e largura de 10 a 15 cm (SILVA e BELTRÃO, 1999; 

SILVA et al., 2008). Como são destituídas de pecíolo, a inserção das folhas no 

caule ocorre em forma de espiral, ascendente, formando rosetas. O caule do sisal 

tem a função de sustentação e fixação das folhas, além de servir como órgão de 

armazenamento de nutrientes (SILVA et al., 2008). A reprodução dessa planta é 

predominantemente assexuada (MOREIRA et al., 1999). Os bulbilhos produzidos 

nos pendões e os rebentos gerados nos rizomas são as formas mais comuns de 

propagação do sisal, sendo o plantio dos rebentos, a principal forma de 

propagação desta cultura no Brasil (SILVA e BELTRÃO 1999; SILVA et al., 2008; 

ABREU, 2010). 

Assim como outras espécies de Agave, o sisal é cultivado em regiões 

áridas e semiáridas de países como Brasil, Tanzânia, Angola, Quênia, México e 

na China (FAOSTAT, 2019), sendo explorado principalmente para a 

comercialização da fibra obtida das folhas (BROWN, 2002; DEBNATH et al., 

2010; TEWARI et al., 2014). O desfibramento das folhas de sisal é o processo 

pelo qual se elimina a polpa que envolve as fibras e é realizado em máquina com 

lâminas de ferro, denominada de moto de agave ou máquina paraibana (SILVA e 

BELTRÃO, 1999; SILVA et al., 2008). A fibra do sisal é considerada como dura e 
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corresponde a aproximadamente 70% da produção comercial de todas as fibras 

vegetais, exceto algodão (SILVA et al., 2008; MARTIN et al., 2009). Essas fibras 

são usadas principalmente pela indústria têxtil na fabricação de cordas, cordéis, 

fios e tapetes (BASU et al., 2012), mas também são utilizadas na confecção de 

artesanato (ALVES et al., 2005) e como matéria-prima para a indústria de papel e 

celulose (GUTIÉRREZ et al., 2008). 

O Brasil destaca-se no cenário internacional como maior produtor de fibra 

de sisal, com produção de 79,629 toneladas em 2017, correspondendo a 40% de 

toda a produção mundial (FAOSTAT, 2019). Estima-se que 70% da produção 

brasileira é destinada ao mercado externo sendo exportada para países como 

Estados Unidos (SANTOS e SILVA, 2017; CONAB, 2017). De acordo com os 

dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), as exportações 

brasileiras da fibra e seus produtos (fios, cabos, cordas, cordéis e tapetes) em 

2016 foi de 61,7 mil toneladas e geraram uma receita de US$ 101 milhões de 

dólares (CONAB, 2017). 

No Brasil, o cultivo do sisal se concentra principalmente em área de 

pequenos agricultores familiares na região semiárida dos Estados da Paraíba, 

Ceará, Rio Grande do Norte e Bahia, sendo esse último o maior produtor 

nacional, com 95,3% de toda a produção (IBGE, 2017). Na Bahia, a cadeia 

produtiva do sisal teve influência na política e na área social com impacto 

suficiente para diferenciar, espacialmente, uma ampla porção do semiárido 

baiano, a qual ficou conhecida como Região Sisaleira da Bahia ou Território do 

Sisal (SANTOS e SILVA, 2017). Entre os 27 municípios da Região Sisaleira 

destacam-se: Valente (municípios com o maior número de batedeiras 

(processamento pré-industrial das fibras) e com a fábrica de tapetes e carpetes, 

Conceição do Coité (com batedeiras, indústrias de fios e comércio diversificado) e 

Serrinha (município que sedia os órgãos públicos e comércio, tornando-se um 

centro de ligação dos demais municípios) (SANTOS e SILVA, 2017). A cadeia 

produtiva do sisal gera emprego e renda para aproximadamente 600 mil 

trabalhadores, que estão envolvidos em atividades que vão desde a manutenção 

das lavouras, colheita, desfibramento e beneficiamento da fibra e termina com a 

industrialização e confecção de artesanato (SILVA e BELTRÃO, 1999; SILVA et 

al., 2008). Apesar da sua importância socioeconômica, a cultura do sisal no Brasil 
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é explorada com baixo índice de modernização, capitalização e tecnologia, o que 

tem contribuído nos últimos anos para um acentuado declínio tanto na área 

plantada como na produção (SILVA e BELTRÃO, 1999; SILVA et al., 2008). De 

acordo com dados da FAO, a área plantada e a produção de sisal caíram em 

mais de 50% entre 2016-2017; a área plantada passou de 199,104 para 79,629 

hectares e a produção caiu de 180,948 para 79,629 toneladas (FAOSTAT, 2019). 

Fatores como a falta de máquinas modernas para a colheita e beneficiamento da 

fibra, os longos períodos de estiagem da região e a podridão vermelha do sisal 

também contribuem para esse declínio (SILVA e BELTRÃO, 1999; COUTINHO et 

al., 2006; SILVA et al., 2008). 

 

Podridão vermelha do sisal 

Apesar da planta de sisal possuir características morfológicas como 

cutícula espessa em ambas as faces da lâmina foliar e células altamente 

lignificadas no córtex interno da raiz (NETO e MARTINS, 2012) que conferem 

uma barreira natural à penetração de microrganismos patogênicos, isso não 

impede que a planta seja afetada por doenças parasitárias capazes de causar 

sérios prejuízos (MEDINA, 1954). 

No Brasil, apenas duas doenças são relatadas afetando a cultura do sisal. 

A primeira é a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum agaves Cav., que 

afeta as folhas do sisal e como consequência a fibra extraída dessas folhas é 

menos resistente e seu valor comercial é depreciado (MEDINA, 1954). Apesar 

disso, essa doença não consiste propriamente em um problema de importância 

econômica. A segunda é a podridão vermelha e consiste no principal problema 

fitossanitário da cultura no Brasil (COUTINHO et al., 2006; SILVA et al., 2008; 

ABREU, 2010; DUARTE et al., 2018). Essa doença afeta o caule do sisal e além 

de causar a morte da planta, as folhas do sisal infectado tornam-se improprias 

para o desfibramento (COUTINHO et al., 2006; SILVA et al., 2008; DUARTE et 

al., 2018). Embora a podridão vermelha cause a morte da planta de sisal, esta 

quando infectada pode sobreviver durante mais de um ano em virtude da lenta 

colonização dos tecidos pelo agente causal (COUTINHO et al., 2006; SILVA et al., 

2008). 
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A podridão vermelha do sisal tem afetado os plantios de sisal nas principais 

áreas produtoras dos estados da Bahia, Paraíba e Rio Grande do Norte, de forma 

isolada, desde 1970 e atingiu níveis críticos a partir de 1998 (ALVES et al., 2005; 

COUTINHO et al., 2006; SILVA et al., 2008). A incidência da podridão vermelha 

varia bastante entre as regiões, sendo que em algumas, não ultrapassa os 5% 

enquanto outras, pode chegar a 40% (ALVES et al., 2005; ABREU, 2010). Na 

Bahia, um estudo epidemiológico realizado por Abreu, (2010) indicou 100% de 

prevalência da podridão vermelha na região sisaleira, ou seja, a doença estava 

presente em todos os municípios produtores de sisal estudados. 

No campo, as plantas infectadas apresentam como sintomas externos, o 

amarelecimento e murcha das folhas e os sintomas internos no caule são 

caracterizados pelo escurecimento interno dos tecidos, apresentando 

descoloração variando de rosa pálido/avermelhado a marrom (COUTINHO et al., 

2006; DUARTE et al., 2018). No estágio mais avançado da doença, o caule 

apodrece e se desprende facilmente do solo, levando à morte e tombamento da 

planta (COUTINHO et al., 2006; DUARTE et al., 2018). 

Vários agentes foram apontados como causadores dessa doença, entre 

eles o A. niger (WALLACE e DIECKMAHNS, 1952; KIMARO et al., 1994; 

COUTINHO et al., 2006). Santos et al. (2014) também descreveram o A. niger 

como agente causal e indicaram que outras espécies como A. brasiliensis e A. 

tubingensis também causando sintomas de podridão vermelha, mas estas apenas 

em estudos de casa de vegetação com plantas inoculadas. Duarte et al. (2018) 

identificaram por meio de técnicas moleculares, em estudo envolvendo vários 

isolados de Aspergillus obtidos de diferentes plantios, municípios produtores, 

plantas de sisal, partes da planta de sisal e do solo próximo as raízes de sisal, 

que o A. welwitschiae é o agente etiológico da podridão vermelha do sisal no 

Brasil. Estes autores destacaram que o A. welwitschiae e A. niger ambos são 

fungos de esporos negros, pertencentes à seção Nigri, formando o clado A. 

welwitschiae/A. niger e são de difícil diferenciação, exigindo técnicas moleculares 

com sequenciamento de genes específicos, a exemplo do gene da calmodulina 

(CaM).  

O patógeno pode infectar o sisal nos diferentes estádios fenológicos, desde 

mudas até plantas no final do ciclo produtivo (ABREU, 2010). Apesar disso, para 
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que ocorra infecção da planta é necessário a presença de lesões de origem 

mecânica ou fisiológica, o que sugere que os ferimentos ocasionados pelo corte 

das folhas para desfibramento e os causados pelos tratos culturais (capinas e 

retiradas de mudas) são importantes vias de penetração para os patógenos 

(COUTINHO et al., 2006; SILVA et al., 2008; DUARTE et al., 2018). Entretanto, 

Silva, (2012) demonstrou que o corte das folhas durante a colheita não é a forma 

de infecção desta doença.   

 

Aspergillus welwistchiae 

O gênero Aspergillus é dividido em seções, com a Seção Nigri englobando 

as espécies que formam colônias com coloração negra, devido à cor dos conídios 

que varia de marrom-escuro a preta e os conidióforos podem ser uni ou 

bisseriados (KLICH, 2002). Várias espécies dessa seção são usadas na indústria 

de fermentação para produção de ácidos orgânicos e enzimas (VARGA et al., 

2000; ABARCA et al., 2004). Outras espécies são produtoras de metabólitos 

tóxicos como ocratoxina A “OTA” (ASTORECA et al., 2007) e aflotoxina (ARRUS 

et al., 2005) por exemplo. 

O Aspergillus welwitschiae é um fungo filamentoso pertencente ao filo 

Ascomycota. Por muito tempo, esta espécie foi considerada desconhecida e rara 

dentre as espécies de Aspergillus com conídios negros, sendo isolado pela 

primeira vez de uma planta muito peculiar (Welwitschia mirabilis) do deserto, com 

uma distribuição geográfica restrita (uma região contígua de Angola à Namíbia no 

sudoeste da África) (WHITAKER et al., 2008; DUARTE et al., 2018). Além disso, 

as espécies de A. welwitschiae e A. niger não podem ser separadas apenas com 

base em dados morfológicos, sendo necessária a abordagem molecular, com o 

sequenciamento de genes específicos, para a sua distinção com confiabilidade 

(HONG et al., 2013; PERRONE et al., 2011; VARGA et al., 2011). Após o estudo 

de Hong et al. (2013), com a descrição sobre a diferenciação de A. welwitschiae e 

A. niger por técnicas moleculares, vários isolados desta espécie foram relatados 

em substratos distintos e em regiões geográficas distintas (DUARTE et al., 2018). 

A. welwitschiae ocorre naturalmente nas estruturas reprodutivas de W. 

mirabilis, incluindo cones e sementes (COOPER-DRIVER et al., 2000; PEKAREK 
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et al., 2006; WHITAKER et al., 2008). Esse fungo é um habitante comum do solo 

(WHITAKER et al., 2008; DUARTE et al., 2018), e seus esporos também são 

encontrados no ar, nas regiões áridas e semiáridas onde W. mirabilis ocorre 

(WHITAKER et al., 2008). Além de ter sido diretamente associado ao seu 

hospedeiro original e numa distribuição geográfica específica, isolados de A. 

welwitschiae também foram relatados em grãos de café no Brasil (VON 

HERTWIG et al., 2018), amêndoas na Itália (SUSCA et al., 2016), castanha no 

Brasil (MASSI et al., 2016), sementes de mostarda no Paquistão (HANIF et al., 

2016), dentre outros. 

Um estudo recém publicado sobre os efeitos de fatores como temperatura 

(15, 25 e 35°C) e atividade de água (0.90; 0.95 e 0.98–0.99 aw) no crescimento de 

A. welwitschiae indicou que essa espécie apresenta maior crescimento na 

temperatura e atividade de água de 35°C e 0,99 aw, respectivamente (ABARCA et 

al., 2019).  

O A. welwitschiae é considerado um parasita fraco em função de ser 

dependente de lesões e/ou condições ambientais adversas ao hospedeiro, para 

iniciar o processo de infecção (SILVA et al., 2008; DUARTE et al., 2018). De 

acordo Duarte et al. (2018), nas mudas de sisal lesionadas e inoculadas com 

suspensão 1x106 conidios.ml−1 de esporos de A. welwitschiae, os primeiros 

sintomas são observados dentro de 8 a 10 dias após a inoculação. A base das 

folhas apresenta clorose e murcha, e algumas folhas começaram a apresentar o 

sintoma de apodrecimento úmido. Em 12 a 15 dias, esses sintomas progridem 

para formar necrose do caule, mas sem a morte da planta. Após 15 dias, as 

mudas começam a morrer, os caules são totalmente necrosados e as folhas 

destacam-se facilmente. Em 30 dias, a maioria das mudas morrem, embora 

algumas consigam sobreviver por mais tempo.  

 

Controle biológico de doença de plantas 

Ainda não existem produtos registrados para o controle da podridão 

vermelha do sisal no Brasil (AGROFIT, 2019). Além disso, não existem cultivares 

conhecidas como resistentes a essa doença. Embora o Agave Híbrido 11648 seja 

apontado como menos susceptível à podridão vermelha que o A. sisalana (SILVA 
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et al., 2008), as plantas hibridas também são afetadas pela podridão vermelha 

(YIDONG e WENBIAO, 1992). Dessa forma, têm sidos recomendadas, para 

conter a disseminação da podridão vermelha, várias medidas que se baseiam no 

controle cultural, como a retirada e queima de plantas doentes, utilização de 

mudas de boa qualidade fitossanitária para plantio e replantio das áreas 

produtoras de sisal e utilização do resíduo do desfibramento compostado como 

adubação para evitar estresses nutricionais à planta (SILVA et al., 2008; BATISTA 

et al., 2010). Mesmo com tais recomendações, o que se tem observado nas áreas 

produtoras é um número crescente de plantas infectadas, em todos os estágios 

de desenvolvimento (ABREU, 2010). Isso deve-se primeiramente ao não 

cumprimento das recomendações, ao manejo inadequado das áreas de produção 

de sisal e a falta de produtos e alternativas para o controle dessa doença. 

O controle biológico de doenças de plantas é definido como um método 

que promove a redução do inóculo ou das atividades determinantes da doença 

provocada por um patógeno, por meio de um ou mais organismos que não seja o 

homem (COOK e BAKER, 1983; COOK, 1993; PAL e GARDENER, 2006). O 

biocontrole é considerado ambientalmente seguro e, em alguns casos, é a única 

opção disponível para proteger as plantas contra patógenos (COOK 1993). O 

controle químico não é recomendado para patógenos que sobrevivem no solo e 

também se encontram no ar, não sendo, portanto, uma alternativa de controle 

para a podridão vermelha do sisal. Em contrapartida, o controle biológico pode 

representar uma opção de controle da podridão vermelha. 

A supressão de doenças por agentes de controle biológico (ACBs) envolve 

uma série de interações entre a planta, o patógeno, o antagonista, a comunidade 

microbiana na planta e ao seu redor e o ambiente (HANDELSMAN e STABB, 

1996). A aplicação de microrganismos antagonistas na maior parte dos casos de 

controle de doenças, ocorre de forma preventiva (antes da infecção do patógeno), 

entretanto também existe a possibilidade de aplicação curativa dos 

microrganismos antagonistas (após a ocorrência da doença) (VERHAAR et al., 

1997; HEYDARI e PESSARAKLI, 2010).  

Os ACBs podem aplicar um ou mais mecanismos de ação no controle de 

doenças, dentre os quais incluem: antibiose, competição, micoparasitismo e 

indução de defesa do hospedeiro (BETTIOL, 1991; GERBORE et al., 2014; 
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WAGHUNDE et al., 2016). Os antagonistas podem produzir antibióticos e outros 

metabolitos (voláteis e não voláteis) que podem inibir, interferir na fisiologia ou 

causar a morte do patógeno (PAL e GARDENER, 2006; ZEILINGER et al., 2016).  

A competição é referente à interação entre dois ou mais organismos, 

disputando recursos tais como espaço, nutrientes, água e luz (NAHER et al., 

2014; WAGHUNDE et al., 2016). O micoparasitismo é a habilidade do antagonista 

de parasitar o fungo fitopatogênico. Esse processo complexo consiste no 

reconhecimento do patógeno pelo antagonista, crescimento em direção as hifas 

do patógeno, secreção de enzimas extracelulares, penetração das hifas e lise do 

hospedeiro (VINALE et al., 2008; WAGHUNDE et al., 2016; ELAMATHI et al., 

2018). A indução de resistência ocorre quando os ACB conseguem induzir ou 

condicionar as defesas do hospedeiro (neste caso a planta) através de sinais 

bioquímicos que aumentam a resistência contra a infecção ou colonização pelo 

patógeno (PAL e GARDENER, 2006). 

De acordo com Pal e Gardener, (2006) os microrganismos que mais 

contribuem para o controle de doenças são, provavelmente, aqueles que 

poderiam ser classificados como saprófitas competitivos, simbiontes facultativos 

de plantas e hiperparasitos facultativos, pois estes podem sobreviver em matéria 

orgânica em decomposição e podem colonizar e expressar atividades de 

biocontrole enquanto crescem no hospedeiro. 

Diversos microrganismos têm sido relatados como potenciais agentes de 

controle de doenças de plantas. Dentre eles, os fungos do gênero Trichoderma 

são amplamente estudados (WAGHUNDE et al., 2016; EL-DEBAIKY et al., 2017; 

ELAMATHI et al., 2018; EL-SHARKAWY et al., 2018). O sucesso do Trichoderma 

é devido a sua alta capacidade reprodutiva, habilidade de sobreviver sob 

condições desfavoráveis, eficiência na utilização de nutrientes, capacidade de 

modificar a rizosfera, alta agressividade contra fungos fitopatogênicos, e eficiência 

em promover o crescimento, além de estímulo a mecanismos de defesa da planta 

(BENÍTEZ et al., 2004; HARMAN et al., 2004; SHORESH et al., 2010). 

 

 

 

 



9 

 

 

 

 

O gênero Trichoderma 

 

De acordo com o banco de dados virtual do Index Fungorum, o 

Trichoderma é classificado no reino Fungi, filo Ascomycota, Subfilo 

Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales, família 

Hypocreaceae e gênero Trichoderma. Atualmente o gênero Trichoderma possui 

mais de 400 espécies, a maioria descrita durante as duas últimas décadas, 

baseada principalmente em análises filogenéticas de dados de sequências de 

DNA (INDEX FUNGORUM, 2019). 

 As espécies de Trichoderma spp. são geralmente habitantes saprófitas 

do solo, mas também podem ocorrer como simbiontes em raízes de plantas 

(HARMAN et al., 2004; MUKHERJEE et al., 2012) e como endolíticos em 

diferentes partes das plantas (BAILEY et al., 2009; CHAVERRI et al., 2011; 

NUANKAEW et al., 2018).  

Os isolados de Trichoderma spp. podem agir por um ou mais mecanismo 

de biocontrole (micoparasitismo, antibiose e competição) contra fitopatógenos 

(ELAMATHI et al., 2018; HARMAN et al., 2004; ROATTI et al., 2013), além de 

promover indução de resistência e o aumento no crescimento de plantas 

(HARMAN et al., 2004; MUKHERJEE et al., 2012; CONTRERAS-CORNEJO et 

al., 2014). As espécies do gênero Trichoderma são os ACBs mais investigados 

contra fitopatógenos e estima-se que mais de 60 % dos biofungicidas registrados 

mundialmente são à base de Trichoderma (VERMA et al., 2007). Isolados de 

Trichoderma spp. têm demonstrado ação antagônica contra fungos 

fitopatogênicos como, Fusarium oxysporum, Colletotrichum capsici, Colletotrichum 

truncatum, Gloesercospora sorghi (SHARMA et al., 2017), Sclerotinia sclerotiorum 

(ZHANG et al., 2016), Guignardia citricarpa (LIMA et al., 2017), Aspergillus niger 

(GAJERA e VAKHARIA, 2010), Rhizoctonia solani (MOUSUMI DAS et al., 2019), 

dentre outros. 

Estudos com os isolados de Trichoderma spp. no controle biológico da 

podridão do sisal foram realizados anteriormente por Sá, (2009; 2013). No 

primeiro estudo, o autor isolou e identificou espécies de Trichoderma antagonistas 

ao A. niger (reportado anteriormente como agente causal da doença). No 
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segundo, Sá, (2013) testou (in vivo) a eficiência de controle de 55 isolados de 

Trichoderma em dois municípios (Conceição de Coité e Ourolândia-BA) e relatou 

que as plantas tratadas com os isolados de T. viride (TCS09), T. virens (TCS28, 

TCS39, TCS43) e T. harzianum (TCS35) promoveram redução média de 75% da 

incidência da doença em estudos conduzidos no município de Conceição do 

Coité, enquanto no município de Ourolândia, os isolados de T. harzianum 

(TCS76, TCS45, TCS30, TCS06, TCS42, TCS10), T. longibrachiatum (TCS15), T. 

erinaceum (TCS19, TCS73, TCS75) e T. viride (TCS14) destacaram-se na 

diminuição da incidência da podridão vermelha em aproximadamente 50%. 

Apesar dos resultados promissores, os mecanismos de ação dos isolados, bem 

como a interação entre Trichoderma-Aspergillus-Agave não foram investigados.  

Apesar de existirem relatos de estudos com o controle biológico da 

podridão vermelha do sisal, ainda não existe um método padronizado para 

quantificar a severidade da doença, o que dificulta a condução de trabalhos com o 

controle desta doença e também dificulta a comparação dos resultados relatados 

por diferentes autores, em diferentes locais e entre os métodos de controle 

utilizados. Além disso, ainda não se tem conhecimento científico sobre a infecção 

e a colonização do caule de sisal por A. welwitschiae e nem da interação deste 

patógeno com Trichoderma spp. in vitro e nos tecidos da planta de sisal. 

 

Quantificação de doenças em plantas 

 A quantificação de doenças em plantas, denominada de fitopatometria, é 

de grande importância no estudo e análise das epidemias. Seu principal objetivo é 

fornecer dados quantitativos sobre a ocorrência e o progresso das doenças. A 

quantificação é de fundamental importância também para a avaliação de 

diferentes medidas de controle, níveis de resistência e a eficiência de produtos 

químicos e biológicos (VALE et al., 2004). 

 De acordo com Naue et al. (2010) as doenças de plantas podem ser 

avaliadas por métodos diretos, nos quais a estimativa da quantidade de doença é 

feita diretamente pela observação dos sintomas, ou por métodos indiretos, 

mediante estimativas da quantidade de doença pela população do patógeno. 
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Entre os métodos diretos de avaliação de doenças encontram-se as estimativas 

da incidência e da severidade.  

 A incidência é um parâmetro de fácil e rápida quantificação, sendo 

expressa em número de unidades de plantas com sintomas e/ou sinais e, este é 

dado calculado com base no número total de unidades avaliadas (ramos, folhas, 

raízes ou a planta por inteiro). A severidade por sua vez é uma medida que exige 

mais trabalho e conhecimento sobre a doença sendo estudada, mas é o 

parâmetro que melhor expressa a quantidade de tecido lesionado pela ação do 

patógeno (VALE et al., 2004).  

 A severidade de doenças em plantas é estimada visualmente e, portanto, é 

propensa à subjetividade, o que pode induzir a erros durante a avaliação de 

sintomas por diferentes avaliadores (MAZARO et al., 2006). Para reduzir 

possíveis erros, é necessário a definição de procedimentos padronizados para as 

estimativas da severidade de doenças em plantas (LENZ et al., 2010). Métodos 

padronizados de medição de doenças de plantas são essenciais para estudos de 

epidemiologia e para a comparação da eficácia de diferentes medidas de 

controlem (RIOS et al., 2013). 

Os principais métodos utilizados para a quantificação de doenças em 

plantas envolvem o uso de: escalas descritivas, escalas diagramáticas, número e 

diâmetro das lesões, relação de incidência-severidade, análise de imagem e 

sensoriamento remoto (VALE et al., 2004). Independentemente do método de 

avaliação utilizado, a experiência e o conhecimento técnico são insubstituíveis, 

embora as escalas e diagramas possam auxiliar os avaliadores com pouca ou 

nenhuma experiência (VALE et al., 2004). Uma maneira de aumentar a acurácia e 

a precisão das avaliações é a realização do treinamento dos avaliadores antes de 

se iniciar a quantificação da doença. Bardsley e Ngugi, (2012) por exemplo, 

relataram que a severidade da mancha bacteriana em folhas de pêssego e 

nectarina pode ser quantificada por avaliadores com diferentes níveis de 

experiência sem perder a precisão, se receberem treinamento adequado ou uma 

descrição detalhada dos sintomas da doença antes de iniciar a avaliação da 

doença. 

Escalas descritivas utilizam chaves com um determinado número de graus 

para quantificar doenças em plantas. Cada grau da escala deve ser 



12 

 

 

 

 

apropriadamente descrito ou definido. Essas escalas são as mais utilizadas, 

principalmente para avaliar resistência de plantas a doenças (VALE et al., 2004). 

Escalas diagramáticas são ilustrações de uma série de plantas ou partes da 

planta (folhas, caule, raiz e fruto) com sintomas em diferentes níveis de 

severidade (BERGAMIN FILHO e AMORIM, 1996; ALVES et al., 2015). A 

utilização de escalas diagramáticas pode reduzir a subjetividade das estimativas 

de severidade entre os avaliadores, melhorando a acurácia e a precisão das 

avaliações (MARTINS et al., 2004).  

O método selecionado deve fornecer resultados acurados, precisos e 

reprodutíveis. A acurácia representa o grau de proximidade entre a severidade 

estimada e a severidade real. A precisão refere-se à repetibilidade dos valores 

associados à amostra, com a menor variação possível entre si, e a 

reprodutibilidade refere-se à ausência de variação em estimativas quando a 

mesma amostra é avaliada por outro avaliador (NUTTER Jr e SCHULTZ, 1995; 

VALE et al., 2004). 

Atualmente, as escalas diagramáticas têm-se constituído na principal 

ferramenta de avaliação da severidade para muitas doenças (MARTINS et al., 

2004; ALVES et al., 2015). Uma escala diagramática, para ser considerada 

eficiente, precisa possuir algumas características como: ser fácil de usar, ser 

aplicável em diversas condições, gerar resultados reprodutíveis e possuir 

intervalos que representem todos os estágios de desenvolvimento da doença 

(BERGER, 1980; MACIEL et al., 2013). Na construção de uma escala 

diagramática, as representações dos sintomas da doença devem ser o mais 

próximo possível do observado nas plantas.  

Para que uma escala seja considerada um método padronizado para a 

quantificação de doenças de plantas, ela deve ser validada (MARTINS et al., 

2004). Esta validação é realizada com o objetivo de definir se a escala está pronta 

para ser utilizada por pesquisadores e agricultores para quantificar a doença em 

condições de campo e casa de vegetação (LENZ et al., 2010). Ao longo dos anos, 

várias escalas foram desenvolvidas e validadas para doenças em várias culturas, 

como a ferrugem branca do crisântemo (BARBOSA et al., 2006), mancha branca 

de milho (CAPUCHO et al., 2010), ferrugem do café (CAPUCHO et al., 2011), 

cercosporiose da alface (GOMES et al., 2004), queima das folhas do inhame 
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(MICHEREFF et al., 2000), mancha preta em frutos cítricos (SPÓSITO et al., 

2004), entomosporiose em folhas de pereira (NUNES e ALVES, 2012), mancha 

branca do milho (SACHS et al., 2011) e ferrugem da folha do trigo (ALVES et al., 

2015). Algumas escalas têm sido utilizadas por muitos anos enquanto que outras 

escalas são menos empregas por serem imprecisas (VALE et al., 2004).  

Na medida que surgem novas epidemias de importância econômica na 

agricultura, novas escalas são elaboras para a quantificação de doenças em 

plantas. Para a podridão vermelha do sisal não existe um método padronizado 

para quantificar a severidade desta doença nas plantas. Além disso, como a 

severidade é estimada visualmente, está sujeita a erros nas avaliações. Portanto, 

faz-se necessário a elaboração e validação de uma escala que possa ser utilizada 

para quantificar essa doença em condições de campo e em experimentos em 

condições controladas. 

  
Interação planta-patógeno  

As interações entre a planta e o patógeno envolvem uma comunicação 

bidirecional. O patógeno reconhece e promove alterações bioquímicas na planta 

hospedeira para criar um ambiente adequado para o seu desenvolvimento. A 

planta por sua vez reconhece o patógeno e ativa mecanismos de defesa contra o 

agente patogênico. Tanto a planta como o patógeno desenvolveram um conjunto 

de estratégias durante o processo evolutivo que permite esta comunicação 

(BODY et al., 2013).  

As plantas desenvolveram mecanismos sensoriais para detectar o ataque 

de patógenos e desencadear caminhos de sinalização que induzem respostas 

rápidas de defesa (HÉMATY et al., 2009). Estes mecanismos incluem não apenas 

a detecção direta de elicitores derivados de patógenos, mas também a detecção 

indireta do impacto dos patógenos na planta hospedeira (HÉMATY et al., 2009). 

Os fungos estão entre os organismos patogênicos mais aprimorados 

morfologicamente para o exercício da patogenicidade. Inúmeros componentes 

estruturais foram evolutivamente desenvolvidos com o objetivo de invadir e 

explorar o tecido das plantas hospedeiras para a obtenção de água e nutrientes 

necessários para o seu desenvolvimento (LEITE e STANGARLIN, 2008). 
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Segundo Leite e Stangarlin, (2008) o sucesso de fungos patogênicos depende de 

vários fatores, como a capacidade do fungo invasor de crescer na presença de 

compostos tóxicos depositados na superfície da planta; de penetrar sem provocar 

a formação de barreiras intransponíveis pela hospedeira (através da ativação de 

genes de defesa) e de permanecer em contato com o tecido da planta, 

explorando de maneira prolongada, coordenada e proveitosa. 

A resistência do hospedeiro ao patógeno pode ser definida, sob o aspecto 

fisiológico, como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a 

subsequente atividade do patógeno em seus tecidos (GOODMAN et al., 1986 

citado por SCHWAN-ESTRADA et al., 2008). Os mecanismos de defesa da planta 

ao ataque de agentes patogênicos podem ser pré e pós-formados e são divididos 

em estruturais e bioquímicos (STANGARLIN et al., 2011). Os estruturais 

constituem-se nas barreiras físicas à penetração e à colonização do patógeno, 

enquanto os bioquímicos englobam substâncias capazes de inibir o 

desenvolvimento do patógeno ou gerar condições adversas para a sua 

sobrevivência nos tecidos do hospedeiro (MATIELLO et al., 1997; AGRIOS, 2005; 

SCHWAN-ESTRADA et al., 2008; STANGARLIN et al., 2011). 

Os mecanismos pré-formados são barreiras e/ou substâncias já existentes 

na planta antes do contato com o patógeno. Estes podem ser mecanismos 

estruturais como: ceras, cutículas, tricomas, adaptações em estômatos e 

fibras/vasos condutores, e mecanismos bioquímicos como: fenóis, alcalóides, 

lactonas insaturadas, inibidores protéicos e enzimas hidrolíticas (AGRIOS, 2005; 

SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).  

Nos mecanismos pós-formados/induzidos, tem-se estruturas sendo 

formadas, substâncias ausentes passando a ser produzidas e os compostos pré-

existentes aumentando as concentrações, após a infecção pelo patógeno. Esses 

mecanismos envolvem a formação de papila, halo, lignificação, camada de 

cortiça, tiloses e deposição de goma, todos considerados como mecanismos 

estruturais. Da mesma forma, nos mecanismos bioquímicos pós-formados temos 

como exemplo as fitoalexinas, espécies reativas de oxigênio e proteínas 

relacionadas à patogênese (AGRIOS, 2005; SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).  

Segundo Agrios, (2005) as combinações de respostas estruturais e 

reações bioquímicas de defesa das plantas variam em relação às diferentes 
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interações patógeno-hospedeiro. Além disso, mesmo para o mesmo hospedeiro e 

patógeno, as combinações variam com a idade da planta, o tipo de órgão e tecido 

atacado, a condição nutricional da planta e as condições climáticas. 

Os mecanismos de interação planta-patógenos, são importantes para 

compreender melhor os patossistemas. Ortiz et al. (2014), por exemplo, 

descreveram a caracterização histopatológica de diferentes tecidos de maracujá 

roxo (Passiflora edulis Sims) afetados pelos fungos Fusarium oxysporum e F 

solani. Estes autores constataram diferenças no mecanismo de colonização dos 

patógenos. Enquanto o F. solani penetra e se concentra principalmente na área 

do colo da planta, o F. oxysporum entra pelas raízes e move-se através do 

sistema vascular para colonizar a planta. Apesar disso, ambos produzem efeitos 

semelhantes sobre a planta: colonização dos vasos do xilema por hifas e 

microconídios, hipertrofia e hiperplasia do câmbio, xilema e floema; destruição de 

fibras do xilema e amiloplastos em células parenquimatosas, com a produção de 

géis pela planta.) Em um estudo histológico comparando cultivares de tomate 

resistente e susceptível a Pseudomonas solanacearam, Grimault et al. (1994) 

constataram que nas cultivares resistentes as tiloses obliteraram os vasos 

colonizados limitando a propagação bacteriana, enquanto que nas cultivares 

susceptíveis não foram observadas tiloses nos vasos colonizados e a propagação 

bacteriana não foi limitada. Mussury et al. (2012) estudando a anatomia foliar de 

plantas de soja sadias e infectadas por Phakopsora pachyrhizi H. Sydow & Sydow 

constataram que nas folhas infectadas, a epiderme e parênquima lacunoso 

estavam destruídos e existia uma proliferação de tricomas e espessamento da 

cutícula, principalmente na face abaxial. Além disso, também observaram a 

presença de compostos fenólicos nas células da epiderme quando rompida, em 

função do crescimento micelial. 

Não há informações disponíveis sobre a interação A. welwitschiae - A. 

sisalana na literatura científica. Dessa forma, faz-se necessário a realização de 

estudos anatômicos e histoquímicos dos tecidos de sisal (sadio e doente) para a 

melhor compreensão dos aspectos inerentes a este patossistema. A 

caracterização histopatológica dos tecidos (sadio e doente) da planta em estudo 

pode gerar informações precisas sobre a ação do patógeno nos tecidos vegetais, 

http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=MUSSURY,+R.M.
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sua colonização e as alterações a nível celular que a infecção produz ou induz na 

planta. 

 Este trabalho é apresentado em três artigos científicos: i) a elaboração e 

validação de uma escala para quantificação da severidade da podridão vermelha; 

ii) a caracterização anatômica e histoquímica de A. sisalana com e sem sintomas 

da podridão vermelha no caule e iii) o controle da podridão vermelha do sisal com 

isolados de Trichoderma e a interação antagonista-patógeno em experimentos in 

vitro e na planta de sisal.   
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Escala de notas para quantificação da severidade da podridão vermelha do sisal 
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Resumo: A podridão vermelha do sisal é uma doença causada por Aspergillus 
welwitschiae que causa o amarelecimento e murcha das folhas, apodrecimento do caule e a 
morte da planta de sisal. Este é o principal problema fitossanitário da cultura do sisal na 
região nordeste do Brasil. Não existe um método padronizado para quantificar a severidade 
desta doença. O objetivo deste trabalho foi elaborar e validar uma escala para quantificação 
da podridão vermelha em plantas de sisal inoculadas com A. welwitschiae. As imagens de 
plantas de sisal com diferentes níveis de doença foram analisadas com o software Assess® 
2.0 para determinação da área lesionada, e em seguida foi elaborada uma escala com seis 
níveis de severidade da doença (0: 0%, 1: ≤ 5%, 2: 7-20%, 3: 22-45 %; 4: 50 - ≤ 78%; 5: > 
78% da área lesionada), com a descrição detalhada dos sintomas internos da podridão 
vermelha nos diferentes graus de severidade. A escala foi validada por 12 avaliadores sem 
treinamento (ST) e com treinamento (CT). Houve diferença na acurácia e precisão entre os 
avaliadores e na avaliação ST e CT. Com base no coeficiente linear (a), os avaliadores 
superestimaram a doença nos dois momentos, apresentando valores médios de 5,18 e 1,97 
para ST e CT, respectivamente. O coeficiente angular (b) indicou desvios sistêmicos nas 
estimativas apenas para avaliadores ST (1,20). Apenas 50% dos avaliadores ST 
apresentaram precisão acima de 74%. O treinamento proporcionou um aumento na 
precisão de todos os avaliadores, obtendo valores próximos ou acima de 90%. Conclui-se 
que a escala proposta é adequada para quantificar a severidade da podridão vermelha em 
plantas de sisal e os avaliadores devem ser treinados para aumentar a acurácia e a precisão 
das avaliações.  

Palavras-chave: Aspergillus welwitschiae, patometria, bole rot disease. 
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ABSTRACT: Sisal bole rot is a disease caused by Aspergillus welwitschiae with 
symptoms of leaf yellowing and wilting, stem rotness and death of the sisal plant. This is 
the main phytosanitary problem of sisal crop in Brazil. There is no standardized method for 
quantifying the severity of this disease. The objective of this work was to elaborate and 
validate a scale for quantification of bole rot disease in sisal plants inoculated with A. 
welwitschiae. The images of sisal plants with different disease levels were analyzed with 
Assess® 2.0 software to determine the lesion area, and then a scale was elaborated with six 
levels of disease severity (0: 0%, 1: ≤ 5%, 2: 7-20%, 3: 22-45%, 4: 50 - ≤ 78%, 5:> 78% of 
the injured area), with a detailed description of the internal symptoms of bole rot disease in 
different degrees of severity. The scale was validated by 12 evaluators without training 
(ST) and with training (CT). There was a difference in accuracy and precision among the 
evaluators and in the ST and CT evaluation. Based on the linear coefficient (a), the 
evaluators overestimated the disease in both moments, presenting mean values of 5.18 and 
1.97 for ST and CT, respectively. The angular coefficient (b) indicated systemic deviations 
in the estimates only for ST evaluators (1.20). Only 50% of the ST evaluators presented 
accuracy above 74%. The training provided an increase in the accuracy of all evaluators, 
getting values close to or above 90%. It is concluded that the proposed scale is adequate to 
quantify the severity of bole rot disease in sisal plants and the evaluators should be trained 
to increase the accuracy and precision of the assessments. 

Key words: Aspergillus welwitschiae, pathometry, red rot disease. 
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1. Introdução 

O sisal (Agave sisalana Perrine) é uma planta monocotiledônea, perene, nativa de regiões 
áridas e semiáridas do México (Coleman-Derr et al., 2016). Por possuir o metabolismo 
ácido das crassuláceas (MAC), com a abertura dos estômatos no período noturno, para a 
fixação de CO2, evitando as perdas de água nos períodos mais quentes do dia, esta planta é 
adaptada a ambientes semiáridos e áridos de países como Brasil, Tanzânia e Quênia, onde 
é cultivada para a extração de fibras das folhas (Abraham et al., 2016; Coleman-Derr et al., 
2016; FAOSTAT, 2019).  

O Brasil destaca-se no cenário internacional como o maior produtor de fibra de sisal, com 
produção de 79,629 toneladas em 2017, correspondendo a 40% de toda a produção 
mundial (FAOSTAT, 2019). Na forma bruta, beneficiada ou industrializada, a fibra do 
sisal representa importante fonte de divisas, e estima-se que 70% da produção brasileira é 
exportada. De acordo com dados da Companhia Nacional de Abastecimento- CONAB, as 
exportações brasileiras da fibra e seus produtos (fios, cabos, cordas, cordéis e tapetes) 
foram de 61,7 mil toneladas, atingindo US$ 101 milhões de dólares em exportações em 
2016 (CONAB, 2017). 

O cultivo do sisal no Brasil ocorre nos estados da Bahia, Paraíba, Rio Grande do Norte e 
Ceará, em regiões com alta irregularidade de chuvas e índices pluviométricos que variam 
entre 243 a 900mm, além de temperaturas elevadas, com médias diurnas de 25 a 27°C e 
umidade de 61 a 74% (IBGE, 2017). Nessas condições, o sisal é uma das poucas culturas 
exploradas por pequenos e médios produtores, principalmente por agricultores familiares, 
com geração de renda que garante a sobrevivência de centenas de famílias. A cadeia 
produtiva do sisal envolvendo as atividades de manutenção das lavouras, colheita, 
desfibramento, beneficiamento e industrialização da fibra gera empregos e tem sido a 
principal fonte de renda de muitas famílias (Silva et al., 2008). 

Embora o sisal seja considerada uma planta rustica (Neto e Martins, 2012), a cultura é 
afetada por uma podridão vermelha no caule, causada pelo fungo Aspergillus welwitschiae 
(Duarte et al., 2018), anteriormente relatada como sendo causada por A. niger (Coutinho et 
al., 2006; Abreu, 2010). Esta doença é o principal problema fitossanitário desta cultura 
(Abreu, 2010) e se disseminou em todas as regiões produtoras de sisal do Brasil, com 
incidências variando em média de 5 a 40% (Coutinho et al., 2006; Abreu, 2010).  

Os sintomas característicos da podridão vermelha no sisal são: o amarelecimento e murcha 
das folhas e os tecidos internos do caule apresentam coloração variando de vermelho 
intenso a marrom e, com o progresso da doença e a podridão do caule, ocorre a morte e o 
tombamento da planta (Coutinho et al., 2006; Abreu, 2010; Duarte et al, 2018). Além 
disso, as folhas das plantas infectadas são improprias para extração das fibras (Silva et al., 
2008). 

A quantificação de doenças de plantas é necessária para os estudos e análises de epidemias 
de doenças e para a avaliação de diferentes estratégias de controle (Madden et al., 2007). 
No entanto, a quantificação deve ser acurada e precisa para fornecer estimativas confiáveis 
e reproduzíveis (Santos e Spósito, 2018). Assim como ocorre em outras doenças de 
plantas, a quantificação da severidade da podridão vermelha pode ser estimada visualmente 
e, portanto, é propensa à subjetividade e erros durante a avaliação (Mazaro et al., 2006). 
Nesse contexto, algumas estratégias podem ser adotadas para minimizar a subjetividade e 
melhorar a precisão das estimativas, como o uso de escala de notas e treinamento de 
avaliadores (Nutter et al., 1993). 

As escalas de notas, também conhecidas como chaves descritivas, são escalas arbitrárias 
com certo número de graus ou notas para quantificar doenças (Madden et al., 2007; 
Amorim e Bergamim Filho, 2011). Na literatura podemos encontrar diversas escalas de 
notas desenvolvidas para avaliações de doenças específicas em culturas de importância 
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econômica, pois representam uma metodologia uniforme de coleta de dados e fornecem 
resultados precisos (Latunde-Dada, 1990; Cordeiro et al., 1993; Friedmann et al., 1998). 

Para ser utilizada como um método padronizado de quantificação de uma determinada 
doença em uma cultura, a escala de notas precisa ser validada (Martins et al., 2004). 
Geralmente, a validação é realizada com base na estimativa da quantidade de doença feita 
mediante a observação e registro dos sintomas, com e sem o uso da escala elaborada, e 
também com o uso da escala por avaliadores treinados ou não (Araujo et al., 2018; Santos 
e Spósito, 2018; Bardsley & Ngugi, 2012). Esta validação é necessária para comprovar se a 
escala é adequada ou se necessita de ajustes para que possa ser usada na mensuração da 
doença (Lenz et al., 2010). 

Apesar da podridão vermelha já ter sido relatada no Brasil desde 1951 (Medina, 1954), até 
o presente momento, não se tem métodos padronizados para quantificação da severidade 
dessa doença, e isso tem sido um fator limitante nas pesquisas nesse patossistema, 
principalmente nos estudos relacionados com medidas de controle. Dessa forma, este 
trabalho foi conduzido com o objetivo de elaborar e validar uma escala de notas para 
quantificar a severidade da podridão vermelha em mudas de sisal infectadas por A. 
welwitschiae. 

2. Material e Métodos 

O experimento foi realizado em casa de vegetação do Centro de Ciências Agrárias 
Ambientais e Biológicas da Universidade Federal do Recôncavo da Bahia, campus de Cruz 
das Almas, Bahia.  

As mudas de sisal foram produzidas a partir de bulbilhos coletados de plantas adultas em 
área de plantio de sisal no município de Valente-Ba. Os bulbilhos foram plantados em 
sacos de plástico perfurados no fundo e com 2 kg de solo. Seis meses após o plantio foram 
selecionadas duzentas e cinquenta mudas com altura média de 30 cm, caule com diâmetro 
médio de 25 mm e com 9 a 10 folhas para a serem inoculadas com diferentes isolados de 
A. welwitschiae.  

Os isolados CCI, CCII, FS1 e A1P1 de A. welwitschiae utilizados para inoculação das 
mudas de sisal foram obtidos de plantas adultas de sisal com sintomas característicos da 
podridão vermelha e foram identificados com base na morfologia e biologia molecular 
conforme publicado por Duarte et al. (2018). Para inoculação com A. welwitschiae, os 
caules de todas as mudas foram perfurados com três microfuros utilizando uma agulha 
hipodérmica e foram transferidos 50 μL de suspensão de esporos de A. welwitschiae (1 x 
106 conídios mL-1) nas áreas perfuradas, com uma micropipeta de 100 μL. O tratamento 
controle consistiu em mudas lesionadas sem inoculação de A. welwitschiae. O 
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 50 repetições (cada muda foi 
considerada uma repetição).  

Após a inoculação, as plantas foram observadas diariamente durante o período de 30 dias. 
Durante esse período, as que apresentaram lesões em diferentes estádios foram 
selecionadas e cortadas longitudinalmente, na região lesionada do caule, e os sintomas 
foram descritos e fotografados com uma câmera digital Nikon® P7100, em fundo preto. O 
software Assess® 2.0 foi utilizado para a determinação da porcentagem de área lesionada 
de cada caule das plantas amostradas. Com base na lei de Weber-Fechner de precisão 
visual (Horsfall & Cowling, 1978) e nos níveis máximo e mínimo de severidade da doença 
observados nas mudas inoculadas foi elaborada uma escala de notas. 

Para validar a escala de notas, 40 imagens de caules com diferentes níveis de severidade da 
podridão vermelha foram apresentadas para doze avaliadores sem qualquer experiência. Os 
avaliadores utilizaram a escala proposta (Figura 1), para estimarem a porcentagem de área 
lesionada (0 - 100%). Após essa primeira avaliação (sem treinamento- ST), os mesmos 
avaliadores foram submetidos a um treinamento, no qual 30 imagens de caule de sisal com 
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porcentagem de área lesionada estimada pelo software Assess® foram organizadas e 
apresentadas na forma de slides (Andrade et al., 2005; Santos et al., 2017). Após o 
treinamento (com treinamento- CT), uma nova série das mesmas imagens da primeira 
avaliação foi aleatoriamente apresentada aos avaliadores para estimarem novamente a 
severidade da doença com a escala proposta (Figura 1) e com as instruções indicadas na 
primeira estimativa. 

A acurácia e a precisão de cada avaliador foram determinados por análise de regressão 
linear (Santos et al., 2017), sendo a severidade real a variável independente e a severidade 
estimada visualmente a variável dependente. A acurácia das estimativas do avaliador foi 
determinada pelo coeficiente linear (a) e o coeficiente angular da reta (b) e a precisão das 
estimativas foi obtida com o coeficiente de determinação (R2). Um teste t (p <0,05) foi 
aplicado ao coeficiente linear (a) e angular (b) obtidos por todos os avaliadores, para 
verificar se esses valores foram significativamente diferentes de zero e um, 
respectivamente (Santos et al., 2017). As análises foram feitas com o software R, v. 3.4.4 
(R Development Core Team, 2018). 

3. Resultados 

A escala proposta para a podridão vermelha do sisal tem seis níveis de severidade (0: 0%, 
1: ≤ 5%, 2: 7-20%, 3: 22 - 45%, 4: 50 - ≤ 78%, 5:> 78% de área lesionada) com valor 
mínimo (planta assintomática) e máximo (planta morta) e mais quatro níveis 
intermediários de severidade da doença encontrados em plantas inoculadas com A. 
welwitschiae (Figura 1). Além disso, a escala apresenta uma descrição detalhada dos 
sintomas internos da podridão vermelha em plantas com diferentes graus de severidade, 
para ser utilizada por avaliadores na estimativa da severidade da doença (Figura 1). 

Os avaliadores não sentiram dificuldades com a utilização da escala proposta para 
quantificar a podridão vermelha em plantas de sisal infectadas por A. welwitschiae, em 
condições de casa de vegetação. Os dados das estimativas de área lesionada de cada 
avaliador ST e CT foram utilizados na construção de gráficos lineares (Figura 2). Em geral, 
houve diferença nas estimativas dos avaliadores, quando utilizaram a escala ST e CT. As 
estimativas após o treinamento dos avaliadores foram mais próximas da severidade real e, 
em contrapartida, as estimativas sem o treinamento tenderam a se distanciar do valor real 
(Figura 2). 

Houve diferença de acurácia entre os avaliadores e nas avaliações ST e CT (Tabela 2). Os 
valores do coeficiente linear (a) de apenas três avaliadores ST não diferiram 
significativamente de zero (p<0,05), indicando que as estimativas da podridão vermelha 
foram superestimadas pela maioria dos avaliadores. Além disso, não houve subestimação 
da doença pelos avaliadores em todos os momentos de avaliação (ST e CT). Com o 
treinamento (CT), cinco avaliadores foram mais acurados na quantificação da podridão 
vermelha. O valor médio do coeficiente linear (a) para os avaliadores foi de 5,18 nas 
avaliações ST e 1,97 nas avaliações CT (Tabela 2). Com relação aos valores do coeficiente 
angular (b), houve diferença significativa (p<0,05) apenas para os avaliadores ST, 
indicando que houve desvios sistemáticos na estimativa da doença. O coeficiente angular 
(b) dos avaliadores CT não diferiu significativamente de 1 (p<0,05), demonstrando que 
houve correção dos desvios com o treinamento. O valor médio do coeficiente angular (b) 
ST foi de 1,20 e 0,95 para as avaliações CT (Tabela 2).  

Com relação à precisão das estimativas, metade dos avaliadores ST apresentou uma 
precisão (R2) acima de 74%. Com o treinamento, todos os avaliadores obtiveram uma 
precisão acima de 85% (Tabela 2). O treinamento proporcionou um aumento variando de 
7-38% na precisão das estimativas dos avaliadores. O valor médio da precisão aumentou 
em 20%, passando de 70% ST para 90% CT (Tabela 2). Além do treinamento proporcionar 
uma maior acurácia e precisão nas estimativas da severidade da podridão vermelha do 
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sisal, também pode ser observado uma menor variação dos dados de cada coeficiente (a, b, 
R2) em comparação com os valores ST (Figura 3). 

4. Discussão 

A quantificação de doenças de plantas por métodos padronizados e validados é importante 
para estudos de epidemiologia e controle de doenças (Vale et al., 2004; Rios et al., 2013; 
Yadav et al., 213). Além disso, o método padronizado permite a comparação de resultados 
obtidos em diferentes regiões, condições ambientais e por diferentes pessoas (Vale et al., 
2004).  

A podridão vermelha tem ameaçado a sustentabilidade da cultura do sisal por décadas e 
ainda não existe um método padronizado para a quantificação dessa doença, o que limita 
os estudos com esse patossistema, principalmente aqueles envolvendo métodos de controle 
em condições controladas e em campo. 

Com base no valor do coeficiente linear (a), os avaliadores da severidade dos sintomas da 
podridão vermelha, sem treinamento (ST), foram considerados imprecisos e tenderam a 
superestimar a severidade da podridão vermelha. Apesar do treinamento aumentar a 
acurácia das estimativas, ainda houve a tendência de superestimar a doença. A 
superestimação tem sido uma tendência observada na maioria dos estudos envolvendo a 
validação de escalas para a quantificação da severidade de doenças em diversas culturas 
(Capucho et al., 2010; Rios et al., 2013; Nicoli et al., 2015). De acordo com Vale et al. 
(2004) há uma tendência natural para os avaliadores de superestimar a doença, uma vez 
que se estima a doença e não o tecido saudável. Entretanto, a subestimação também tem 
sido observada em estudos sobre a quantificação de doenças (Michereff et al., 2000; 
Gomes et al., 2004; Teramto et al., 2011; Santos et al., 2017). Neste estudo da escala de 
notas para a podridão vermelha em plantas de sisal, o treinamento dos avaliadores para o 
uso da escala permitiu distinguir o tecido lesionado de tecido saudável e a suas proporções 
(Vale et al., 2004; Yadav et al., 2013). Outra forma de aumentar a acurácia e a precisão nas 
estimativas de doenças é com a utilização de escalas coloridas. Tal experiência foi 
realizada por Buffara et al. (2014) que observaram que a escala colorida proporcionou 
estimativas com maior precisão e acurácia do que a escala preto e branco na quantificação 
da severidade do míldio da videira. 

A precisão pode ser medida com o coeficiente de determinação (R2) da análise de 
regressão, e deve ser próxima de 100% (Mazaro et al., 2006). Valores de coeficiente de 
determinação (R2) de 70% ou inferior são considerados baixos (Barbosa et al., 2006). 
Nesse estudo, metade dos avaliadores ST apresentaram uma baixa precisão nas 
estimativas, entretanto após serem treinados, o coeficiente de todos aumentou para 
próximo ou acima de 90%, o que é considerado alto para este tipo de avaliação (Nicoli et 
al., 2015). Valores semelhantes de R2 são relatados na literatura para a validação de escalas 
para quantificação da severidade de doenças em trigo (Maciel et al., 2013), eucalipto 
(Damasceno et al., 2014), algodão (Aquino et al., 2008), alface (Gomes et al., 2004), 
mamona (Sussel et al., 2009). 

Os avaliadores foram mais precisos que acurados, o que vem sendo observado em outro 
estudos, a exemplo da validação de uma escala para quantificação da severidade da 
mancha foliar do eucalipto (Andrade et al., (2005), na quantificação da severidade da 
queima da folha de inhame (Michereff et al., 2000) e na estimativa da severidade da 
mancha branca do milho (Capucho et al., 2010). Contudo, avaliações realizadas com 
menor acurácia que a precisão não representam sérios problemas, uma vez que os desvios 
normalmente seguem o mesmo padrão (Gomes et al., 2004).  

O treinamento dos avaliadores promoveu o aumento da acurácia e precisão nas avaliações 
da podridão vermelha, conforme relatado para outras doenças em diferentes culturas, a 
exemplo de Bardsley & Ngugi, (2012) com a severidade da mancha bacteriana em folhas 
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de pêssego e nectarina. Neste caso, os autores confirmaram que a avaliação da severidade 
da doença pode ser realizada com avaliadores com diferentes níveis de experiência sem 
perder a precisão, se estes receberem treinamento adequado ou uma descrição detalhada 
dos sintomas da doença antes de iniciar a avaliação da doença. Na validação da escala para 
mancha foliar do eucalipto causada por Quambalaria eucalypti, Andrade et al. (2005) 
reportaram que, quando submetidos a um treinamento prévio, os avaliadores inexperientes 
tornaram-se mais precisos, independentemente do uso da escala, embora com a sua 
utilização foi observado um aumento na precisão. 

O desenvolvimento e validação dessa escala de nota para quantificação do principal 

problema da cultura do sisal é o primeiro e o mais importante passo para o 

desenvolvimento de um método de controle para a podridão vermelha. Além disso, essa 

escala também possibilitará a realização de futuros estudos relacionados a interação planta-

patógeno, como a avaliação de resistência de planta (sisal e híbrido) e a agressividade de 

diferentes isolados de A. welwitschiae.  

 

5. Conclusão 

A escala desenvolvida permite quantificar a podridão vermelha do sisal e pode ser 
facilmente utilizada por avaliadores treinados para obtenção de dados acurados e altamente 
precisos, sendo recomendada para futuros estudos com métodos de controle sob condições 
de estufa e campo.  
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Nota Descrição dos sintomas 

0 Caule com lesão mecânica 

1 Lesões iniciais no tecido do caule próximo ao tecido basal da folha, com cor 

castanho claro a avermelhado ≤ 5% da área da haste lesionada 

2 Podridão inicial no tecido basal da folha, crescendo em direção ao tecido do 

caule, com lesões de cor marrom claro a avermelhado, com 7-20% de área 

lesionada 

3 Podridão do caule com lesões castanho claro a avermelhado no tecido basal da 

folha e no tecido do caule interno, com 22-45% da área lesionada 

4 Podridão do caule, com lesões internas de marrom claro a avermelhado, 

atingindo todo o tecido central do caule e tecido meristemático foliar, com 50 - 

≤ 78% da área lesionada 

5 Morte da planta, com podridão completa do caule de cor castanho claro 

Figura 1. Escala de notas para avaliação da severidade da podridão vermelha de mudas de 

sisal (Agave sisalana) 
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Figura 2. Estimativa da severidade da podridão vermelha do sisal por 12 avaliadores sem 

(A) e com (B) treinamento, e regressões lineares obtidas entre a severidade real e a 

estimada.  
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Tabela 2. Coeficiente linear (a), coeficiente angular (b), e coeficiente de determinação 

(R2) da linha de regressão para real (variável independente) versus severidade estimada 

(variável dependente) do sisal por 12 avaliadores sem e com treinamento. 

Avaliador 
Sem treinamento Com treinamento 

a b R2 a b R2 

1 1,58 1,22 0,78 0,74 1,07 0,93 

2 1,09 1,22 0,83 4,29 0,96 0,90 

3 7,73 1,06 0,78 0,39 0,99 0,92 

4 19,08 1,40 0,65 3,20 0,88 0,86 

5 0,46 1,04 0,54 0,70 1,00 0,89 

6 0,56 1,09 0,79 0,61 0,95 0,91 

7 10,63 1,73 0,76 2,20 0,64 0,92 

8 6,32 1,38 0,56 5,11 1,00 0,85 

9 0,43 1,45 0,79 2,50 0,89 0,89 

10 6,72 0,98 0,62 0,26 1,00 0,87 

11 1,66 1,08 0,74 1,87 0,98 0,92 

12 5,92 0,78 0,50 1,75 0,99 0,88 

Média 5,18* 1,20* 0,70 1,97* 0,95 0,90 

* - situação em que a hipótese nula (a= 0 e b= 1) foi rejeitada pelo teste t (p<0,05). 
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Figura 3. Estimativa da podridão vermelha do sisal, Boxplot dos valores do coeficiente 

linear (a), coeficiente angular (b) e coeficiente de determinação (R2) dos 12 avaliadores ST 

e CT. 
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HISTOPATOLOGIA DA PODRIDÃO VERMELHA EM Agave sisalana Perrine 

(Asparagaceae) 1 
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Histopatologia da podridão vermelha em Agave sisalana Perrine (Asparagaceae) 
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Resumo: A podridão vermelha causada pelo fungo Aspergillus welwitschiae é o principal 

problema fitossanitário da cultura do sisal (Agave sisalana Perrine) no Brasil. Estudos 

sobre a interação A. sisalana - A. welwitschiae são escassos, o que limita a definição de 

estratégias de controle dessa doença. Este trabalho teve como objetivo estudar os aspectos 

histopatológicos do caule de sisal sadio e infectado naturalmente em condição de campo. 

As plantas adultas sadias e infectadas foram coletadas em duas áreas produtoras de sisal no 

município de Conceição de Coité na Bahia, Brasil. Os fragmentos dos caules foram 

processados com técnicas usuais de anatomia vegetal e os testes histoquímicos foram 

realizados com amostras frescas e fixadas. As secções do caule sadio não apresentaram 

alterações histológicas. Nos cortes histológicos do caule infectado foi observado que as 

células parenquimáticas e os feixes vasculares colonizadas pelas hifas do A. welwitschiae 

apresentam parede celular degradada e sem formato definido, evidenciando que o patógeno 

atua como necrotrófico. As observações das secções infectadas também demonstram que o 

A. welwitschiae pode comportar-se como patógeno vascular, colonizando os vasos do 

xilema. Além das estruturas vegetativas, clamidósporos intercalares do A. welwitschiae 

também foram visualizados no tecido necrosado. Como resposta de defesa ao A. 

welwitschiae, a planta de sisal apresentou lignificação de células parenquimáticas, 

obliteração dos elementos de vaso com material amorfo composto por fenóis e 

polissacarídeos e início da produção de compostos fenólicos no tecido infectado. Estes 

mecanismos estruturais e bioquímicos pós-formados retardam a colonização do A. 

welwitschiae no caule do sisal, mas não impedem a podridão vermelha e morte da planta. 

As observações microscópicas do caule sadio e infectado forneceram informações 

significativas sobre a interação A. sisalana - A. welwitschiae, contribuindo para a 

compreensão do patossistema e futuros estudos para a definição de estratégias de controle. 

Palavras-chave: A. welwitschiae, Histologia, Lignificação, Compostos fenólicos, 

Patógeno vascular. 

mailto:acsoares@ufrb.edu.br
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Histopathology of bole rot disease in Agave sisalana Perrine (Asparagaceae) 

 

 

ABSTRACT: The bole rot disease caused by Aspergillus welwitschiae is the main 

phytosanitary problem of sisal crop in Brazil. Studies on the interaction A. welwitschiae - 

Agave sisalana are scarce, which limits the definition of strategies to control this disease. 

This work aimed to study the anatomical and histochemical characteristics of sisal healthy 

and naturally infected stem tissue from field sampled plants. Healthy and symptomatic 

adult plants were collected in two areas in the city of Conceição do Coité, in the state of 

Bahia, Brazil. The samples were processed using usual techniques of vegetal anatomy and 

histochemical tests were performed with fresh and fixed samples. In sections of the stem 

with symptoms of the disease it was observed that bole rot disease is present throughout 

the fundamental parenchyma. In infected stem tissue, the parenchyma cells show a 

degraded cell wall with no definite shape, demonstrating that A. welwitschiae is acting as a 

necrotrophic pathogen. Longitudinal sections showed the presence of A. welwitschiae 

hyphae in vessel elements, suggesting that the pathogen can also act as a vascular 

pathogen. Resistance structures (chlamydospores) of the pathogen were also visualized in 

histological sections. In response to infection by the pathogen, sisal plants presented 

resistance mechanisms such as cell wall lignification, obliteration of vessel elements and 

initial production of phenolic compounds. These mechanisms delay the colonization of the 

tissues by the pathogen, however, they do not prevent stem rot and plant death. 

The microscopic observations of A. welwitschiae colonization on A. sisalana tissues and 

the cellular response to infection provided significant information about the pathogenesis 

of A. welwitschiae infected sisal plant, contributing to the understanding of this patosystem 

and future studies for the definition of strategies. 

Key words: Sisal, A. welwitschiae, Anatomy, Histochemistry, Plant-pathogen interaction, 

Defense mechanisms. 
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Introdução 

A Agave sisalana Perrine conhecida como sisal é uma monocotiledônea herbácea 

pertencente à família Asparagaceae. A planta é originaria de regiões áridas e semiáridas do 

México e, atualmente está bem adaptada as condições edafoclimáticas de países como 

Brasil, Tanzânia e Quênia (Silva et al. 2008; Coleman-Derr et al. 2016; FAOSTAT, 2017), 

onde é cultivada para a extração e comercialização das fibras de suas folhas. A fibra do 

sisal constitui na principal fibra dura vegetal produzida no mundo e, é utilizada para a 

fabricação de fios, cordas, cordéis, tapetes e na construção civil (Silva et al. 2008).  

Desde 1961, o Brasil se destaca como o maior produtor de fibra de sisal no mundo 

e, em 2017 a sua produção atingiu 79,629 toneladas, correspondendo a 40 % de toda 

produção mundial (FAOSTAT, 2017). Embora a produção brasileira seja a maior entre os 

países produtores de sisal. De acordo com dados da Food and Agriculture Organization 

(FAOSTAT, 2017), a produção de fibra de sisal no Brasil diminuiu na última década, 

tendo uma redução em mais de 50% na produção de 2017 em comparação com o ano 2016. 

Fatores como longos períodos de estiagem e problemas fitossanitários são apontados como 

causadores desse declínio ao longo dos anos (Coutinho et al. 2006; Silva et al. 2008). 

O sisal é considerado uma planta rústica com poucos problemas com pragas e 

doenças capazes de gerar prejuízos econômicos (Medina, 1954; Silva et al. 2008). A planta 

possui características morfológicas como cutícula espessa em ambas as faces da lâmina 

foliar e células altamente lignificadas no córtex da raiz que a protege do ataque de pragas e 

microrganismos patogênicos (Neto & Martins, 2012). Apesar dessa proteção natural, uma 

podridão no caule causada pelo fungo Aspergillus welwitschiae tem sido o principal 

problema fitossanitário da cultura durante décadas (Medina, 1954; Coutinho et al.  2006; 

Duarte et al. 2018). Essa doença é chamada de podridão vermelha do sisal (Abreu, 2010), 

mas também é conhecida como podridão vermelha do tronco do sisal (Lima et al. 1998), 
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podridão do tronco do sisal (Coutinho et al. 2006) ou podridão parda do sisal (Barbosa et 

al. 2018), e no Brasil tem sido relatada em todos os estados produtores, com incidência na 

Bahia variando de 5-40 % (Abreu, 2010).  

O A. welwitschiae pode infectar o sisal em qualquer estádio de desenvolvimento, 

desde mudas (rebentos) até plantas adultas, mas para que possa iniciar o processo de 

infecção, o patógeno necessita de algum tipo de injúria (mecânica ou fisiológica) nos 

indivíduos (Coutinho et al. 2006; Silva et al. 2008). Nos plantios de sisal, as plantas 

doentes são identificadas pelos sintomas externos como amarelecimento e murcha das 

folhas. O caule infectado apresenta alteração na sua coloração interna, adquirindo 

descoloração rosa/vermelhada nos tecidos com início da infecção, e nos tecidos mais 

necrosados, a coloração varia entre parda à marrom (Coutinho et al. 2006; Duarte et al. 

2018). As folhas das plantas infectadas são impróprias para extração de fibras e com a 

colonização do patógeno, o caule apodrece totalmente, causando o tombamento e a morte 

do sisal. 

Embora a podridão vermelha não seja uma doença recente na cultura do sisal, 

estudos científicos nesse patossistema tem sido historicamente negligenciado e até o 

presente momento, informações sobre a interação A. welwitschiae - A. sisalana são 

escassas na literatura científica, principalmente nas questões relacionadas com a 

colonização do patógeno e a resposta a nível celular da planta à infecção. A falta de tais 

informações tem limitado a definição de estratégias de controle dessa doença. 

As observações citológicas da infecção muito frequentemente fornecem 

informações significativas para as investigações sobre a interação planta-patógeno (Kunoh, 

2008; Gupta & Pandey, 2013). Entretanto é preciso selecionar o material vegetal adequado 

e realizar o correto processamento das amostras para evitar resultados errôneos (Yeung, 

1999) e para que possa visualizar a colonização do patógeno nos tecidos e a resposta 
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celular vegetal a este processo (Kunoh, 2008; Gupta & Pandey, 2013). A colonização da 

planta pelos patógenos, normalmente, caracteriza-se pela desagregação celular e pela 

utilização de nutrientes para desempenhar suas atividades vegetativas e reprodutivas 

(Pascholati, 2011). Simultaneamente, o hospedeiro pode responder à presença do patógeno 

através da formação de mecanismos de defesa (Pascholati, 2011). 

Os mecanismos de defesa da planta ao ataque de agentes patogênicos podem ser 

pré-formados e/ou induzidos e são divididos em estruturais e bioquímicos (Stangarlin et al.  

2011; Miedes et al. 2014). Os estruturais constituem-se nas barreiras físicas à penetração e 

a colonização pelo patógeno, enquanto os bioquímicos englobam a produção de 

substâncias capazes de inibir o desenvolvimento do patógeno ou gerar condições adversas 

para a sua sobrevivência nos tecidos do hospedeiro (Matiello et al. 1997; Agrios, 2005; 

Stangarlin et al. 2011; Miedes et al. 2014). A combinação das características estruturais e 

bioquímicas de defesa das plantas varia de acordo com o patógeno e o hospedeiro, bem 

como a idade da planta, o tipo de órgão e tecido atacado, a condição nutricional da planta e 

as condições climáticas (Agrios, 2005).  

Nesse contexto, um estudo histológico de caules de sisal sadio e sintomático pode 

contribuir para a melhor compreensão dos aspectos inerentes a interação A. welwitschiae - 

A. sisalana. Este trabalho tem como objetivo estudar os aspectos histopatológicos do caule 

de sisal sadio e infectado naturalmente em condição de campo. 

 

Material e métodos 

Seleção e coleta do material vegetal 

 As plantas de sisal sadias e com sintomas morfológicos da podridão vermelha 

foram coletadas em duas propriedades na comunidade de Salgadalia, distrito de Conceição 
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do Coité, Bahia, Brasil (Propriedade 1: Latitude 11°25'57"S e Longitude 39°11'19"W e 

Propriedade 2: 11°40'21''S e Longitude: 39°19'26"W). Em cada área foram selecionadas 

três plantas adultas sintomáticas e uma planta sadia. Nove fragmentos de caule (3 cm de 

comprimento x 2 cm de largura) foram retirados de cada indivíduos para a realização do 

estudo histológico e para o isolamento do patógeno. Nos caules infectados, os fragmentos 

foram retirados da região limítrofe entre a área lesionada e a área sadia. 

Isolamento, preservação e identificação do patógeno 

 Os fragmentos do caule infectado foram lavados em água corrente para retirada de 

impurezas e foram desinfestados em álcool 70 % durante um minuto, seguido de 

hipoclorito de sódio (1%) durante um minuto e três lavagens seguidas com água destilada 

esterilizada. O excesso de água foi removido usando papel de filtro esterilizado (Whatman 

n°. 1). Posteriormente, esses fragmentos foram transferidos para placas de Petri de 9 cm 

contendo meio de cultivo Batata, Dextrose e Ágar (BDA). As placas foram vedadas e 

incubadas por 4 a 5 dias a 28°C no escuro. Após esse período, as colônias fúngicas 

crescidas ao redor dos fragmentos foram transferidas para novas placas de Petri contendo o 

mesmo meio e mantidas nas mesmas condições para obtenção da cultura pura.  

A preservação dos isolados de Aspergillus ocorreu com a transferência de discos de 

micélio contendo conídios para água esterilizada em frascos de vidro com tampa de 

borracha e mantidos 7°C e para glicerol 30% em tubos criogênicos esterilizados para 

conservação em ultrafreezer a -80°C.  

A identificação dos isolados de Aspergillus foi realizada com base na morfologia e 

biologia molecular, conforme descrito e publicado por Duarte et al. (2018).  
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Anatomia e histoquimica do caule de A. sisalana 

As amostras do caule de sisal sadio e infectado foram fixadas em FNT (Formalina 

Neutra Tamponada:tampão fosfato, formalina, 9:1 v/v) por 48 horas (Lillie, 1965), 

submetidas a vácuo durante o processo de fixação e conservadas em álcool etílico 70%. O 

material foi desidratado em série etílica e inserido em 2-hidroxietilmeta-acrilato 

(historresina-Leica) segundo Meira & Martins (2003). Secções transversais e longitudinais 

com espessura variável (5 - 12 µm) foram obtidas em micrótomo rotativo (Leica RM2245).   

Os cortes foram corados com azul de toluidina em pH 4,4 (O’Brien & McCully, 

1981) e para a visualização das estruturas do patógeno foi realizada uma dupla coloração 

com azul de toluidina e fucsina básica (Junqueira, 1990). As lâminas foram montadas com 

resina sintética (Permount/Fisher).  

Os testes histoquímicos foram realizados com amostras fixadas e frescas. O 

material fixado foi obtido conforme descrito anteriormente, entretanto sem passar pelo 

processo de coloração. As amostras frescas foram obtidas do material conservado no álcool 

70%, as quais foram isoladas e seccionadas em criomicrótomo Leica CM1850. Os cortes 

foram submetidos aos seguintes testes histoquímicos: compostos fenólicos (Cloreto de 

Ferro III) (Johansen, 1940), lignina (Floroglucinol acidificado) (Johansen, 1940) e 

polissacarídeos (PAS - Ácido Periódico/Reagente de Schiff) (McManus, 1948). O controle 

para os testes seguiu o preconizado na metodologia.  

A fotodocumentação foi realizada em microscópio (Olympus BX51) acoplado ao 

sistema fotográfico digital (Olympus A330). As escalas das figuras foram obtidas por meio 

da projeção de uma lâmina micrométrica fotografada/digitalizada nas mesmas condições 

ópticas das ilustrações. 
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Resultados 

Os isolados de Aspergillus obtidos dos fragmentos de caule de sisal com a podridão 

vermelha analisados no estudo histológico foram identificados morfologicamente como as 

espécies A. welwitschiae/A. niger. A análise molecular confirmou que os isolados 

pertencem a espécie de A. welwitschiae (Dados publicados por Duarte et al. 2018). Não 

houve crescimento de outros fungos ou bactérias nos fragmentos de caule infectado, 

confirmando que as observações das alterações anatômicas no tecido caulinar do sisal 

foram causadas pelo A. welwitschiae. 

A comparação entre as amostras dos caules sadios e infectados, das duas áreas de 

estudo, evidenciou as mesmas características anatômicas e histoquímicas. Além disso, nos 

indivíduos infectados, o patógeno também apresentou o mesmo comportamento nos 

tecidos, não havendo diferença quanto as propriedades amostradas.  

Em secção transversal, o caule do tipo prato onde estão inseridas as folhas em uma 

filotaxia espiralada é constituído por epiderme, córtex e cilindro vascular. No caule de A. 

sisalana não ocorre endoderme anatomicamente definida, por isso torna-se difícil a 

delimitação exata entre o córtex e o cilindro vascular. Todo o parênquima de 

preenchimento e os espaços entre os feixes vasculares são formados por numerosas 

camadas de células isodiamétricas (Figura 1a, b). Geralmente estas células são grandes e 

com parede celular delgada, e delimitam pequenos espaços intercelulares (Figura1b). 

O sistema vascular é do tipo atactostelo, com feixes vasculares distribuídos de 

forma aleatória no cilindro vascular (Figura 1a). Os feixes vasculares do caule são 

envolvidos por um anel externo de células esclerenquimáticas (Figura 1a, c). A posição 

ocupada pelo xilema e floema nos feixes vasculares é colateral com floema voltado para a 
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periferia e o xilema para a região central (Figura 1c). Os elementos de vaso possuem 

espessamento predominantemente do tipo escalariformes (Figura 1d). 

No caule são encontrados idioblastos contendo cristais finos, pontiagudos e 

reunidos em feixes, denominados de ráfides (Figura 1e). Essas células encontram-se 

dispersas em todo o parênquima, desde o córtex até a região intervascular. 

Na secção transversal do caule de sisal com a podridão vermelha, foi observado que 

a infecção estava presente em todo o parênquima fundamental, desde o córtex (Figura 2a) 

até o cilindro vascular (Figura 2b).  

A coloração avermelhada presente no tecido infectado reagiu com o corante do azul 

de toluidina no processo de coloração adquirindo coloração esverdeada, diferente do tecido 

sadio que corou de azul a roxo (Figura 2a, b, c, d). Essa diferença de coloração 

possivelmente está relacionada com a presença de compostos químicos distintos nesses 

tecidos.  

As células parenquimáticas do tecido infectado apresentam-se com a parede celular 

degradada e sem formato definido (Figura 2a, b). Nas células não degradadas, observa-se 

um aumento na espessura de suas paredes, possivelmente pela deposição de lignina (Figura 

2b, c). Esse aumento da espessura é mais acentuado nas células que delimitam o tecido 

sadio do infectado (Figura 2c). 

Os feixes vasculares colonizados ficam completamente destruídos com a 

degradação dos elementos de vaso do xilema e as células do floema perdem a sua forma e 

como resultado sua visualização nem sempre é possível (Figura 2d, e). Alguns elementos 

de vaso encontram-se obliterados por um material amorfo, corado fortemente pelo azul de 

toluidina adquirindo coloração roxa à verde (Figura 2d, e).  

Os idioblastos contendo os cristais assim como as demais células do parênquima 

com a podridão vermelha também apresentam coloração esverdeada da parede celular que 
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diferem daquelas observadas nas células sadias (Figura 1e). Estas células apresentam certa 

resistência a colonização, não se degradando com facilidade como as demais células 

parenquimáticas e, em alguns casos, foram observadas apenas as células idioblástica em 

tecidos totalmente degradados (Figura 2f, g).  

A dupla coloração com azul de toluidina e fucsina básica foi eficaz na coloração 

das estruturas do A. welwitschiae. As secções longitudinais (Figuras 2h, i, j, k, l, m, n) 

evidenciam a presença do A. welwitschiae nos elementos de vaso (Figura 2h) e em células 

do parênquima (Figuras 2j, k, l). Essas observações sugerem que o A. welwitschiae 

coloniza o caule de A. sisalana tanto pelas células parenquimáticas quanto pelos feixes 

vascular (Figuras 2 b e d). As hifas do A. welwitschiae podem ser encontradas em espaços 

intercelulares (Figura 2i) e no interior das células parenquimáticas (Figuras 2j, k e l). As 

células do parênquima podem ser significativamente colonizadas ou não pelo A. 

welwitschiae (Figuras 2j, k, l). Em algumas secções do tecido necrosado também foram 

encontradas estruturas de resistência do A. welwitschiae (Figuras 2m, n). Os clamidósporos 

apresentam células vegetativas de parede celular espessa e de forma arredondada sendo 

encontrados intercalarmente nas hifas (Figuras 2m, n). 

A secção transversal do caule de A. sisalana sadio (controle), e sem a aplicação dos 

corantes, apresentou aspecto natural incolor (Figura 3a), enquanto que na secção do caule 

infectado todo o cilindro vascular na mesma condição apresenta uma pigmentação 

vermelha intensa (Figura 3b). A pigmentação vermelha está presente em células do 

parênquima, nos feixes vasculares (Figura 3c) e também idioblástos (Figura 3d). Através 

de testes histoquímicos foi evidenciada a presença de compostos fenólicos nessas células 

(Figuras 3e, f, g). A reação para compostos fenólicos foi positiva apenas para o tecido 

infectado, sugerindo que os compostos fenólicos foram produzidos como resposta da 

planta à colonização do patógeno. 
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No teste histoquímico para detecção de lignina, nas plantas sadias as únicas células 

com reação positiva ao teste foram as células do xilema (Figura 3h). O teste histoquímico, 

quando aplicado nos caules infectados, a parede celular das células do parênquima não 

degradadas reagiram positivamente para a presença de lignina na sua composição, obtendo 

assim coloração rosa (Figuras 3i, j). Esse resultado revela que a deposição de lignina em 

células parenquimáticas ocorreu como resposta defesa da planta a colonização do A. 

welwitschiae. Houve destaque para as células que delimitam o tecido sadio do infectado 

que apresentaram parede celular mais espessa, possivelmente pela maior deposição lignina. 

Além disso, as células degradadas foram negativas ao teste, demonstrando que não existe 

lignina na sua composição, sugerindo que a lignina pode ter sido degrada pelo A. 

welwitschiae (Figura 3i). 

Os tecidos dos caules sadios e infectados foram positivos ao teste para detecção de 

polissacarídeos com a reação de PAS (Figuras 3k, l, m, n), merecendo destaque para os 

indivíduos infectados que apresentaram à presença de polissacarídeos nos espaços 

intercelulares (Figuras 3k, l) e também na obliteração dos elementos de vaso (Figuras 3m, 

n). A presença de polissacarídeos no xilema foi observada apenas nos tecidos infectados, 

evidenciando que esse comportamento ocorre como resposta de defesa da planta às ações 

do A. welwitschiae.   

Discussão 

A organização dos elementos estruturais e a distribuição dos feixes vasculares 

observados na secção transversal do caule de A. sisalana é comum de espécies 

monocotiledôneas e está de acordo com as características já reportadas por Neto & Martins 

(2012) no estudo anatômico da mesma espécie.  
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Assim como foi constatada a presença de cristais tipo ráfides por todo o 

parênquima de preenchimento, Neto & Martins (2012) também descreveram a presença 

por inclusão celular em todo o mesofilo de A. sisalana, com maior concentração entre as 

células do parênquima paliçádico. De acordo com Paiva & Machado (2005), os cristais 

podem ocorrer em todos os tecidos das plantas. O número, localização e os tipos de cristais 

varia entre famílias de plantas, sendo os ráfides o mais comum em monocotiledôneas 

(Prychid & Rudall, 1999). A ocorrência natural por inclusão celular pode estar associada 

tanto com o processo de eliminação de excesso de cálcio, como em algumas espécies 

podem atuar na proteção contra herbívoros (Franceschi & Nakata, 2005). Alguns estudos 

também demonstram que a presença, quantidade e tipos de cristais em tecidos vegetais 

pode ser influenciada pela infecção de fungos fitopatogênicos (Ceita et al. 2007; Uloth et 

al. 2015). Embora os idioblastos com ráfides estejam presentes nos tecidos de A. sisalana, 

a sua função na planta ainda não foi esclarecida, e principalmente a sua relação na 

interação planta-patógeno. As análises histológicas não revelaram diferenças para este 

elemento nos tecidos sadios e infectados, no entanto nas secções do tecido infectado é 

evidenciado que existe uma determinada resistência dos idioblastos a colonização do A. 

welwitschiae. Com base nos resultados encontrados, acredita-se que esta resistência esteja 

associada a própria estrutura das ráfides, que podem atuar como uma barreira física no 

processo de infecção.  

A diferença de coloração adquirida pelos tecidos do caule com o azul de toluidina 

foi uma característica frequentemente observada em todas as secções analisadas. Dessa 

forma foi possível diferenciar com facilidade o tecido não degradado (azul-roxo) do 

infectado (verde). Essa diferenciação de coloração ocorre porque o azul de toluidina é um 

corante catiônico metacromático de grande versatilidade e dependendo da composição 

química da parede celular, pode conferir diferente coloração ao tecido (O’Brien et al. 1964; 
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Sridharan & Shankar, 2012). A coloração esverdeada do tecido colonizado ocorreu devido 

à presença de compostos fenólicos, também demonstrado pela reação positiva ao teste 

histoquímico. Bach & Santos (2007) também observaram reação semelhante na coloração 

da parede celular de Frullania brasiliensis Raddi com o mesmo corante, obtendo assim, 

cor verde na presença de fenóis.  

Os resultados da histologia demonstram que a pigmentação vermelha nos tecidos 

infectados está relacionada à produção de fenóis. Embora os fenóis geralmente sejam 

apontados como mecanismo de defesa bioquímico pré-formado na literatura (Schwan-

Estrada et al. 2008; Pascholati, 2011; Stangarlin et al. 2011), a análise histoquímica não 

detectou essas substâncias no tecido sadio de sisal, sugerindo que os compostos fenólicos 

estavam ausentes ou presentes em baixa concentração nas células, que reagiram 

negativamente ao teste. No entanto, esse resultado reforça a hipótese de que o sisal 

necessita de um precursor, que neste caso seria o A. welwitschiae para iniciar a produção 

ou aumentar a concentração dessas substâncias nos tecidos como resposta de defesa para 

conter a infecção. Além dos compostos fenólicos serem tóxicos ao patógeno ou criarem 

condições adversas para o crescimento do mesmo na planta (Agrios, 2005; Stangarlin et al. 

2011), a via fenilpropanóide responsável pela sua biossíntese também é base para síntese 

de outros grupos de polifenóis e lignina também relacionados com a defesa da planta 

(Schwan-Estrada et al. 2008), indicando que outras vias do metabolismo secundário do 

sisal podem ser ativadas contra o A. welwitschiae. 

A dupla coloração com o azul de toluidina e fucsina básica foi eficaz em diferenciar 

as estruturas de A. welwitschiae das células vegetais nas secções infectadas do sisal, assim 

como foi reportado por Duarte et al. (2018). Não foi observada a presença do patógeno nos 

cortes dos caules sadios, reforçando que as plantas assintomáticas amostradas realmente 

não se encontravam infectadas. A ausência do A welwitschiae no tecido sadio fortalece a 
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tese que existe uma via de infecção do fungo no sistema vascular do sisal. A fase de pré-

penetração ainda não foi bem esclarecida nesse patossistema, entretanto sabe-se que o 

patógeno é considerado um parasita fraco, pois não consegue penetrar tecidos não 

injuriados, necessitando de lesões para iniciar o processo de infecção (Coutinho et al. 

2006; Duarte et al. 2018). Sendo assim, os ferimentos ocasionados pelas capinas e retiradas 

de mudas (rebentos) são apontadas como importantes vias de penetração para o fungo 

(Silva et al. 2008). Duarte et al. (2018) também sugerem com base em resultados 

histológicos e na sintomatologia da doença, que os danos nas bainhas foliares na porção 

inferior do caule próximo ao solo (onde o fungo é comumente encontrado) como o local 

mais provável da infecção do A. welwitschiae no hospedeiro. 

Nas plantas de sisal sintomáticas em campo, além do A. welwitschiae está presente 

no tecido caulinar como demonstrado neste estudo, o mesmo também pode ser encontrado 

em tecidos de folhas e raízes (Duarte et al. 2018), indicando que o fungo realiza uma 

colonização sistêmica, distribuindo-se por toda a planta (Agrios, 2005). Esta suposição é 

fortalecida com a visualização de suas hifas nas células de condução do xilema e também 

nas células do cilindro vascular.  

O presente estudo revela pela primeira vez que o fungo A. welwitschiae também 

pode comporta-se como patógeno vascular e que possivelmente, os sintomas morfológicos 

de amarelecimento e murcha das folhas observados nas plantas infectadas em condição de 

campo (Coutinho et al. 2006; Duarte et al. 2018) estão relacionados com a colonização e 

obliteração dos feixes vasculares.  

O bloqueio dos vasos do xilema é um mecanismo estrutural de defesa utilizado 

pelas culturas da banana, tomate e pepino contra o F. oxysporum (Beckman et al. 1972; 

Vandermolen et al. 1987; Wang et al. 2015). Este é o primeiro relato da obliteração dos 

elementos de vaso em A. sisalana como mecanismo de resistência contra o A. 
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welwitschiae. Embora não seja possível afirmar qual material amorfo é responsável pela 

oclusão do xilema em A. sisalana, sabe-se que o bloqueio pode ocorrer pela formação de 

tiloses (Wang et al. 2015), gomas (Grimault et al. 1994; Araujo et al. 2014) ou géis 

(Clérivet et al. 2000; Araujo et al. 2014). Além disso, o resultado dos testes histoquímicos 

demonstra claramente que a estrutura oclusiva no sisal pode conter diferentes componentes 

(compostos fenólicos e polissacarídeos) para aumentar a eficiência do bloqueio. A cultura 

da manga apresenta resposta de defesa semelhante contra o fungo Ceratocystis fimbriata, 

obstruindo os vasos do xilema com material amorfo formado por compostos fenólicos e 

polissacarídeos (Araujo et al. 2014). 

O teste histoquímico comprovou que a lignificação da parede celular é um 

mecanismo estrutural pós-formado empregado pela A. sisalana para conter e retardar a 

colonização do A. welwitschiae. Resposta de defesa semelhante também foi observado na 

cultura do algodão e pimenta, havendo um aumento na produção de lignina em seus caules 

após serem infectadas pelo patógeno Verticillium dahliae (Pomar et al. 2004; Xu et al. 

2011). Além de atuar como barreira física no processo de colonização dos tecidos, as 

células lignificadas da A. sisalana podem agir na proteção da planta contra toxinas e 

enzimas secretadas pelo patógeno, bem como pode impedir a transferência de água e 

nutrientes das células hospedeiras para o mesmo (Smith et al. 2007). Este achado 

reaconfirma ainda que outra via do metabolismo secundário da A. sisalana foi ativada em 

resposta ao A. welwitschiae.  

Este estudo ilustra pela primeira vez a produção de estrutura de resistência 

(clamidósporos) por A. welwitschiae. A capacidade de produzir tal estrutura também foi 

mencionada na literatura para outras espécies do gênero Aspergillus como A. parasiticus 

(Abou-Gabal & Fagerland, 1981) e A. flavus (Singh & Singh, 2012). As funções biológicas 

atribuídas aos clamidósporos diferem entre as espécies de fungos. No caso das espécies de 



60 

 

 

 

 

A. parasiticus e A. flavus a produção dos clamidósporos está associada com a produção de 

aflatoxinas (Abou-Gabal & Fagerland, 1981; Singh & Singh, 2012), enquanto os 

clamidósporos das espécies de Fusarium são os principais meios de sobrevivência a longo 

prazo na ausência do hospedeiro e desempenham um papel importante como o principal 

inóculo que infecta plantas (Couteaudier & Alabouvette, 1990; De-Cal et al. 1997; Akhter 

et al. 2016). Como os clamidósporos foram observados apenas em tecido colonizado, 

provavelmente, a produção desta estrutura de resistência por A. welwitschiae tenha sido 

induzida pela presença dos compostos fenólicos na região infectada. Apesar disso, a função 

dos clamidósporos de A. welwítschia no tecido necrótico do sisal e os fatores que 

estimulam a sua produção é algo totalmente novo e que precisa ser melhor investigado.  

Embora seja desconhecido o período de incubação da podridão vermelha do sisal 

em condição de campo, observa-se que as plantas sintomáticas podem sobreviver por 

algum período de tempo, em função da colonização do tecido pelo A. welwitschiae ocorrer 

de forma lenta (Bock, 1965; Silva et al. 2008). O presente estudo elucida pela primeira vez 

que, este atraso no processo de colonização do caule deve-se, provavelmente, aos 

mecanismos de defesa da planta induzidos pelo patógeno. Apesar de identificar 

mecanismos estruturais e bioquímicos em todas as plantas de A. sisalana infectadas 

naturalmente em campo, os resultados obtidos não são suficientes para correlacionar a 

presença de tais mecanismos com a resistência da planta ao patógeno, principalmente pela 

ausência de informações referentes ao período de incubação. Sendo assim, faz-se 

necessário a realização de experimentos com plantas infectadas artificialmente para a 

melhor compreensão da resposta de defesa da A. sisalana ao A. welwitschiae. A partir dos 

resultados obtidos nesta pesquisa, a indução dos mecanismos de resistência do sisal 

também poderá ser um critério utilizado para selecionar potenciais agentes de controle 

biológico nos estudos relacionados com o controle da podridão vermelha. 
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Em virtude dos fatos mencionados, concluímos que as observações microscópicas 

do caule de sisal sadio e infectado forneceram informações significativas sobre a interação 

A. sisalana- A. welwitschiae, como a colonização e comportamento do patógeno no tecido 

caulinar infectado e a resposta de defesa da planta através de mecanismos estruturais e 

bioquímicos.  
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Legendas das figuras 

 

Figura 1. A. sisalana Perrine - Secção transversal (A, B, C e E) e secção longitudinal (D) 

do caule. Visão geral do parênquima e distribuição dos feixes vasculares (A). Células do 

parênquima (B). Visão de um feixe vascular (C e D). Célula idioblástica contendo cristais 

(E). Abreviaturas: be= bainha esclerenquimática; cr= cristais; ph= floema; vb= feixe 

vascular; i= idioblasto; p= parênquima; x= xilema. Escalas: 150 μm (A); 30 μm (B) 60 μm 

(C, D); 15 μm (E). 

 

Figura 2. Agave sisalana Perrine - Secção transversal (B, C, D e G) e secção longitudinal 

(A, E, F, H, I, J, K, L, M e N) do caule com a podridão vermelha. A- Córtex apresentando 

células doentes. B-Vista geral do cilindro vascular com células doentes (Barra), sadias 

(asterisco) e com aumento da parede celular (seta). C- Células apresentando aumento da 

parede celular (seta). D, E- visão de um feixe vascular com células doentes e vasos 

obliterados. F, G- Cristais em célula do parênquima. H- Hifas do patógeno nos elementos 

de vaso (seta). I- Hifa em espaços intercelulares (seta). J, K, L- Hifas nos espaços 

intracelulares (setas). M, N- Estruturas de resistência do patógeno (setas). Abreviaturas: 

co= Cortex; fl= floema; i= idioblasto; p= parênquima; x = xilema; vb= feixe vascular. 

Escalas: 150 μm (B); 30 μm (A, C, D, E); 15 μm (F, G); 1 μm (H, I, J, K, L, M, N). 

 

Figura 3. Caracterização histoquímica de A. sisalana sadia e com a podridão vermelha. 

Secção transversal (A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L, M) e secção longitudinal (N). Vista 

geral de um cilindro vascular de uma planta sadia e sem coloração (A). Vista geral do 

cilindro vascular de uma planta doente e sem coloração (B). Feixe vascular (C) e idioblasto 

(D) apresentado pigmentação avermelhada. Reação positiva para compostos fenólicos no 

parênquima (E), feixe vascular (F) e idioblasto (G). Reação positiva para lignina (H, I e J). 

No indivíduo sadio, a reação foi positiva apenas nas células do xilema (H). No indivíduo 

doente, todas as células sadias do parênquima reagiram positivamente para detecção de 

lignina (asterisco) (I e J), enquanto as células com a doença foram negativas ao teste (seta) 

(I). Reação positiva para polissacarídeos com PAS (K, L, M e N). Reação positiva em 

todas as células do parênquima com destaque para os espaços intercelular (seta) (K e L) e 

os elementos de vaso do xilema (seta) (M e N). Abreviaturas: fl= floema; i= idioblasto; p= 

parênquima; vascular x = xilema; vb= feixe. Escalas: 150 μm (A, B); 60 μm (E, I, K); 30 

μm (C, F, H, M, N); 15 μm (D, G, J, L). 
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Trichoderma spp. NO CONTROLE DA PODRIDÃO VERMELHA DO SISAL: 

ESTUDOS HISTOLÓGICOS E MECANISMOS DE AÇÃO 

Resumo: A podridão vermelha causada pelo Aspergillus welwitschiae tem sido 

um fator limitante para a sustentabilidade e expansão da cultura do sisal no Brasil. 

Este trabalho teve como objetivos: i) avaliar o antagonismo de isolados de 

Trichoderma spp. sobre o A. welwitschiae; ii) avaliar o controle da podridão 

vermelha em plantas de sisal e iii) estudar a interação entre Trichoderma - A. 

welwitschiae - Agave sisalana ao nível tecidual na planta. No pareamento das 

culturas, os isolados T. harzianum (TCS1, TCS76 e TCS35), T. koningii (R39,) T. 

piluliferum; (R72) e T. aureoviride (R78) inibiram acima de 70% o crescimento 

micelial de A. welwitschiae. Os metabolitos voláteis dos Trichoderma spp. inibiram 

entre 50-66% o diâmetro do patógeno. A esporulação de A. welwitschiae foi 

menor na presença dos metabolitos voláteis dos isolados T. harzianum (TCS35), 

T. asperellum (TCS83), T. virens (R62), T. viride (R75) e T. aureoviride (R78). Os 

metabolitos não voláteis de T. harzianum (F12) destacaram-se na inibição da 

germinação de esporos (97%), o crescimento micelial (80%) e esporulação 

(2,03E+07 conidios.ml-1). As mudas de sisal tratadas com os isolados T. 

longibrachiatum (TCS15), T. harzianum (TCS76, TCS35, R74 e F12), T. 

asperellum (TCS81, TCS83 e TCS85), T. virens (R62), T. viride (R75) e T. 

piluliferum (F130) apresentaram redução da incidência da podridão vermelha 

variando de 70 a 93% e redução de 97% na severidade da doença. Os cortes 

histológicos das mudas de sisal evidenciaram que não houve progresso da 

doença nos tecidos do caule, devido à lignificação de células parenquimáticas. 

Hifas, conidióforos e conidios dos isolados T. longibrachiatum (TCS15), T. virens 

(TCS43), T. harzianum (TCS35,) T. asperellum (TCS81 e TCS85), T. viride (R75) 

e T. piluliferum (F130) foram observados nos tecidos caulinares. Os isolados de 

Trichoderma spp. induziram respostas de defesa no tecido do caule do sisal e 

inibiram o crescimento de A. welwitschiae, sendo promissores agentes de 

biocontrole e podem ser formulados e avaliados em campo para o controle da 

podridão vermelha do sisal. 

Palavras-chave: A. welwitschiae, Mecanismos de defesa, Histologia, Lignificação  
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Trichoderma spp. IN THE CONTROL OF SISAL BOLE ROT DISEASE: 

HISTOLOGICAL STUDIES AND ACTION MECHANISMS 

ABSTRACT: Sisal bole rot disease caused by Aspergillus welwitschiae has been 

a limiting factor for the sustainability and expansion of sisal culture in Brazil. This 

work aimed at: i) evaluating the antagonism of Trichoderma spp. on A. 

welwitschiae; ii) evaluating the control of bole rot disease in sisal plants and iii) 

studying the interaction between Trichoderma - A. welwitschiae - Agave sisalana 

at the plant tissue level. In culture pairing, isolates T. harzianum (TCS1, TCS76 e 

TCS35), T. koningii (R39,) T. piluliferum; (R72) and T. aureoviride (R78) inhibited 

above 70% the mycelial growth of A. welwitschiae. The volatile metabolites of 

Trichoderma spp. inhibited between 50-66% the diameter of pathogen. The 

sporulation of A. welwitschiae was lower in the presence of the volatile metabolites 

of isolates T. harzianum (TCS35), T. asperellum (TCS83), T. virens (R62), T. 

viride (R75) and T. aureoviride (R78). The non-volatile metabolites of T. harzianum 

(F12) caused the inhibition of spore germination (97%), mycelium growth (80%), 

and sporulation (2.03E+07 conidia.ml-1). Plants treated with T. longibrachiatum 

(TCS15), T. harzianum (TCS76, TCS35, R74 e F12), T. asperellum (TCS81, 

TCS83 e TCS85), T. virens (R62), T. viride (R75) and T. piluliferum (F130) 

showed a reduction in the incidence of bole rot disease ranging from 70 to 93% 

and a reduction of 97% in disease severity. The histological sections of the sisal 

bulbils evidenced that there was no progress of the disease in the stem tissues, 

because of lignification of the parenchyma cells. Hyphae, conidiophores and 

conidia of isolates T. longibrachiatum (TCS15), T. virens (TCS43), T. harzianum 

(TCS35), T. asperellum (TCS81 e TCS85), T. viride (R75) and T. piluliferum 

(F130) were observed in stem tissue. The isolates of Trichoderma spp. induce 

defensive responses in sisal stem tissue and inhibit growth of A. welwitschiae, 

being promising agents of biocontrol and can be formulated and evaluated in the 

field for control of sisal bole rot disease. 

Key words: A. welwitschiae, Defense Mechanisms, Histology, Lignification.  
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Introdução 

 
O sisal (Agave sisalana Perrine) é uma planta suculenta perene de folhas 

grandes, as quais são inseridas diretamente no caule em forma de espiral (SILVA 

et al., 2008). A planta é originaria de regiões áridas e semiáridas do México e seu 

cultivo é voltado principalmente para a extração da fibra das folhas (SILVA et al., 

2008; COLEMAN-DERR et al., 2016). A fibra do sisal é categorizada como dura e 

é destinada para a indústria têxtil (cordas, cordéis, fios e tapetes), sendo também 

usada na confecção de artesanato, na construção civil e na indústria de papel 

(GUTIÉRREZ et al., 2008; BASU et al., 2012; SENTHILKUMAR et al., 2018; 

NAVEEN et al., 2019). 

Dentre os países produtores de sisal, o Brasil destaca-se como o maior 

produtor mundial com área cultivada de 84,861 hectares e produção de 79,629 

toneladas em 2017, correspondendo a 40% de toda a produção mundial 

(FAOSTAT, 2019). No Brasil, o cultivo do sisal concentra-se na região Nordeste, 

com destaque para o Estado da Bahia com 120,000 hectares de área plantada e 

95,3% da produção nacional em 2017 (IBGE, 2017). Em geral, a cultura do sisal é 

explorada em áreas de pequenos produtores, com predomínio de mão de obra 

familiar e sendo considerada em muitos casos, como a única cultura capaz de 

oferecer resultados econômicos satisfatórios nas condições edafoclimáticas do 

semiárido baiano (SILVA et al., 2008).  

A podridão vermelha do sisal causada pelo fungo Aspergillus welwitschiae, 

tem sido o principal problema fitossanitário da cultura durante décadas, 

contribuindo para redução da área plantada e consequentemente produção de 

fibra (MEDINA, 1954; COUTINHO et al., 2006; ABREU, 2010; DUARTE et al., 

2018). No Brasil, a podridão vermelha tem sido reportada em todas as áreas 

produtoras de sisal (ABREU, 2010) com incidência variando entre 5-40% 

(COUTINHO et al., 2006; ABREU, 2010). 

O A. welwitschiae é considerado um parasita fraco por depender de 

condições de estresse ou injuria da planta para infecta-la e causar a patologia 

(COUTINHO et al., 2006; DUARTE et al., 2018; SILVA et al., 2008). Cortes 

histológicos do caule de sisal com podridão vermelha evidenciaram que o A. 

welwitschiae além de colonizar as células paranquimáticas também afeta os 
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feixes vasculares com degradação dos elementos de vaso, resultando em 

sintomas externos como amarelecimento e murchamento das folhas (DUARTE et 

al., 2018). Com o progresso da doença, o caule é completamente apodrecido, 

causando o tombamento e a morte da planta.  

Até o presente momento não existe nenhum produto registrado para o 

controle dessa doença. O manejo desta cultura sem aporte tecnológico em termos 

de manejo e conservação de solo, uso de mudas com qualidade genética e 

fitossanitária, juntamente com o monocultivo tem contribuído para o aumento da 

podridão vermelha nas áreas produtoras de sisal. Dessa forma, devido à 

importância socioeconômica do sisal, métodos de controle para a podridão 

vermelha no sisal são imprescindíveis para a sustentabilidade e expansão dessa 

cultura. 

O controle biológico pode ser uma estratégia de controle eficaz para a 

podridão vermelha do sisal, pois além dos agentes microbianos apresentarem 

diferentes mecanismos de controle como antibiose, micoparasitismo e 

competição, estes têm baixa toxicidade e podem proporcionar outros benefícios 

para a planta hospedeira como a indução de resistência, promoção de 

crescimento e tolerância a estresses abióticos (ROATTI et al., 2013; VERMA et 

al., 2007; ZAIDI et al., 2014). Para patógenos de solo e que sobrevivem em restos 

de cultura, o controle biológico tem sido um método com resultados positivos e 

recomendados (GAVA e MENEZES, 2012; LOBO JÚNIOR et al., 2009), pois os 

agentes de biocontrole podem atuar sobre os patógenos e também atacar suas 

estruturas de resistências (MELO, 1996).   

Especies do gênero Trichoderma são os agentes de biocontrole mais 

estudados contra fitopatógenos e estima-se que mais de 60 % dos biofungicidas 

registrados mundialmente são à base de Trichoderma (VERMA et al., 2007). As 

espécies desse gênero de fungo são geralmente habitantes saprófitas do solo, 

mas também podem ocorrem como simbiontes nos diferentes órgãos de plantas 

(HARMAN et al., 2004; MUKHERJEE et al., 2012). Dependendo da espécie, o 

Trichoderma sp. pode ter um ou mais mecanismos de ação contra o patogeno, 

como a produção de toxinas (antifúngicos, quitinases), micoparasitismo 

(enrolamento, penetração e dissolução do citoplasma de hifas de patógenos), 

indução de mecanismos de defesa do hospedeiro, ou sucesso na competição por 
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nutrientes e espaço na rizosfera e/ou na planta (HARMAN et al., 2004; HOWELL, 

2003; ROATTI et al., 2013). O Trichoderma spp. também pode colonizar os 

tecidos externos e/ou internos das raízes (MUKHERJEE et al., 2012) e outros 

órgãos da planta, como endolíticos (DRUZHININA et al., 2011).  

Estudos in vitro e in vivo realizados por Sá (2009 e 2013) selecionaram 

isolados de Trichoderma spp. com potencial para o controle da podridão vermelha 

do sisal. Dessa forma, este trabalho teve como objetivos: i) avaliar o antagonismo 

de isolados de Trichoderma spp. sobre o A. welwitschiae; ii) avaliar o controle da 

podridão vermelha em plantas de sisal e iii) estudar a interação entre Trichoderma 

- A. welwitschiae – A. sisalana ao nível tecidual na planta. 

 

Material e métodos 

Isolados de Trichoderma spp. e A. welwitschiae 

Dezoito isolados de Trichoderma spp. de diferentes nichos ecológicos e um 

isolado de A. welwitschiae (A1P1) foram obtidos da coleção de culturas do 

Laboratório de Microbiologia Agrícola da Universidade Federal do Recôncavo da 

Bahia-UFRB (Tabela 1).  
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Tabela 1. Isolados de Trichoderma spp. e A. welwitschiae, identificação 

(morfológica e molecular), origem e nicho ecológico 

Isolados Identificação Origem Nicho ecológico 

TCS11 Trichoderma 
harzianum 

Campo Formoso/Ba 
Solo/próximo de 
raizes de sisal 

TCS61 T. harzianum Campo Formoso/Ba 
Solo/próximo de 
raizes de sisal 

TCS151 T. longibrachiatum Campo Formoso/Ba 
Solo/próximo de 
raizes de sisal 

TCS431 T. virens Retirolândia/Ba 
Solo/próximo de 
raizes de sisal 

TCS351 T. harzianum Araci/Ba 
Solo/próximo de 
raízes de sisal 

TCS761 T. harzianum Valente/Ba 
Solo/próximo de 
raizes de sisal 

TCS812 T. asperellum Bom Jesus da Lapa/Ba 
Solo/próximo de 
raízes de bananeira 

TCS832 T. asperellum Bom Jesus da Lapa/Ba 
Solo/próximo de 
raizes de bananeira 

TCS852 T. asperellum Bom Jesus da Lapa/Ba 
Solo/próximo de 
raízes de bananeira 

R393 T. koningii Conceição do Coité/Ba Raiz/sisal sadio 

R623 T. virens Conceição do Coité/Ba Raiz/sisal sadio 

R723 T. piluliferum Conceição do Coité/Ba Raiz/sisal sadio 

R743 T. harzianum Conceição do Coité/Ba Raiz/sisal sadio 

R753 T. viride Conceição do Coité/Ba Raiz/sisal sadio 

R783 T. aureoviride Conceição do Coité/Ba Raiz/sisal sadio 

C1533 T. piluliferum Conceição do Coité/Ba Caule/sisal sadio 

F123 T. harzianum Conceição do Coité/Ba Folha/sisal sadio 

F1303 T. piluliferum Conceição do Coité/Ba Folha/sisal sadio 

A1P14 Aspergillus 
welwitschiae 

Conceição do Coité/Ba Caule/sisal doente 

1Identificação molecular realizada por Sá (2013); 2Identificação molecular 
realizada por Mascarenhas (2016); 3Indentificação morfológica; 4Indentificação 
morfológica e molecular conforme Duarte et al. (2018). 
 

Preparo da suspensão de esporos de Trichoderma spp. e A. welwitschiae 

Os isolados de Trichoderma spp. e o A. welwitschiae (A1P1) foram 

cultivados em placa de Petri (90 mm de diâmetro) contendo meio de cultura 

Batata Dextrose Ágar (BDA) durante oito dias na temperatura de 28 °C. A 

suspensão de esporos foi preparada com a adição de 20 mL de água destilada 

esterilizada e duas gotas de Tween 20® na placa e a cultura foi raspada com alça 

de Drigalsky. A concentração de esporos foi calculada com base na contagem em 
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câmara de Neubauer e foi ajustada por diluição seriada para 1x105 conídios ml-1 

(BARBOSA et al., 2018). 

Pareamento de cultura entre A. welwitschiae e os isolados de Trichoderma 

spp. 

O pareamento de cultura foi realizado em placas de Petri (90 mm de 

diâmetro) contendo o meio BDA. Em cada placa foi inoculado 5 µl da suspensão 

de esporos de Trichoderma spp. e 5 µl da suspensão de esporos de A. 

welwitschiae. As suspensões foram depositadas em lados opostos e numa 

distância de aproximadamente 1,0 cm da borda da placa. O tratamento controle 

foi constituído de placas contendo apenas o A. welwitschiae, colocado em um 

lado da placa e na mesma distância da borda. O experimento foi mantido em 

incubadora tipo BOD em escuro continuo e na temperatura de 28°C. O diâmetro 

da colônia de A. welwitschiae em todos os tratamentos foi mensurado, quando o 

diâmetro do tratamento controle atingiu 9 cm (a aborda da placa). Os dados do 

diâmetro foram utilizados para calcular a porcentagem de inibição (PI), com a 

equação descrita por Sundaramoorthy et al. (2012): PI = [(diâmetro da 

testemunha – diâmetro do tratamento) / diâmetro da testemunha] x 100. O 

delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 19 tratamentos e 

cinco repetições. 

 

Avaliação dos mecanismos de ação dos isolados de Trichoderma spp. sobre 

A. welwitschiae  

A avaliação dos mecanismos de ação dos isolados de Trichoderma spp. no 

controle de A. welwitschiae foi realizada conforme a metodologia descrita 

anteriormente, exceto que neste bioensaio observou-se a formação de halo de 

inibição e o crescimento dos isolados de Trichoderma spp.. Para avaliação do 

micoparasitismo dos isolados de Trichoderma spp. sobre o A. welwitschiae foram 

colocadas duas lamínulas esterilizadas entre as colônias. Após o crescimento das 

colônias e o contato entre os fungos, as lamínulas foram retiradas e transferidas 

para lâminas microscópicas contendo uma gota de lactoglicerol azul. As 
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estruturas dos fungos e a presença de micoparasitismo pelos isolados de 

Trichoderma spp. foram observados em microscópico óptico no aumento de 

100X. O delineamento foi o inteiramente casualizado com três repetições por 

tratamento.  

Efeito dos compostos voláteis dos isolados de Trichoderma spp. sob o 

crescimento e esporulação de A. welwitschiae. 

A avaliação dos compostos voláteis produzidos pelos isolados de 

Trichoderma spp. com ação antagonista à A. welwitschiae foi realizada conforme 

a metodologia descrita por Guimarães et al. (2016). Em placas de Petri (90 mm de 

diâmetro) com meio DBA foi inoculado 5 µl da suspensão de esporos de 

Trichoderma spp.. A tampa desta placa de Petri foi substituída pela base de outra 

placa contendo o mesmo meio e 5 µl da suspensão de A. welwitschiae. O 

tratamento controle foi constituído apenas pelo A. welwitschiae em uma das 

bases. As bases das placas foram unidas e vedadas com parafilme e o ensaio foi 

mantido em incubadora tipo BOD em escuro contínuo e na temperatura de 28 ºC, 

por dez dias. Após o período de incubação avaliou-se o diâmetro e a esporulação 

das colônias de A. welwitschiae. O diâmetro foi mensurado com uma régua 

milimétrica. A avaliação da esporulação ocorreu conforme a metodologia descrita 

no preparação da suspensão de esporos, sendo determinada com base na 

contagem em câmara de Neubauer e os dados foram expressos em conideos.mL-

1 e conideos por cm2 da colônia do fungo. O delineamento experimental foi 

inteiramente casualizado, com 19 tratamentos e três repetições.   

 

Metabolitos não voláteis de Trichoderma spp. e o efeito sobre A. welwitschiae 

Avaliou-se o efeito dos compostos não voláteis de Trichoderma spp. no 

crescimento e esporulação de A. welwitschiae com a metodologia descrita por 

Guimarães et al. (2016). Para o preparo dos filtrados das culturas de Trichoderma 

spp., foram transferidos cinco discos de ágar (5 mm) contendo micélio e conídios 

de Trichoderma spp. para frascos de Erlenmeyer com 250 mL de meio BD 

(Batata-Dextrose) e estes foram incubados a 28°C por sete dias sob agitação 

orbital (120 rpm). Após o período de incubação, as culturas foram filtradas em 
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filtro de papel (espessura: 0,20 mm; velocidade de filtração: 27 s e retenção de 

partículas: 4-7 µm) e centrifugadas a 2550 rpm por três minutos para remoção das 

células fungicas. Desse filtrado, 15 mL foram misturados com 45 mL de meio 

BDA, essa mistura foi homgenizada por agitação manual e foi distribuída em 

placas de Petri (90 mm de diâmetro). Para o tratamento controle foram 

adicionados 15 mL de água destilada esterilizada aos 45 mL de BDA. No centro 

de cada placa foi inoculado 5 µl da suspensão de esporos de A. welwitschiae. As 

placas foram mantidas em BOD em escuro contínuo e na temperatura de 28 °C 

durante oito dias. A avaliação do diâmetro e esporulação das colônias ocorreu 

conforme descrito na metodologia para compostos voláteis. O delineamento 

experimental foi inteiramente casualizado com 19 tratamentos e quatro 

repetições. 

O efeito dos filtrados na germinação de esporos de A. welwitschiae 

também foi avaliado. O experimento foi montado em placa de ELISA, com 100 μl 

de suspensão de esporos de A. welwitschiae (1x105 conídios ml-1), 100 μl de 

filtrado de Trichoderma spp. e 50 μl do meio líquido BD (Batata Dextrose) em 

cada poço (MAGALHÃES et al., 2017). O tratamento controle consistiu em 100 μl 

de suspensão de esporos de A. welwitschiae e 150 μl do meio BD. As placas 

foram mantidas em BOD em escuro contínuo e na temperatura de 28 °C por 24h. 

Após esse período, o tratamento controle foi avaliado e quando este apresentou 

mais de 70% dos esporos germinados, adicionou-se 5 μl de lactofenol azul em 

todos os tratamentos, paralisando a germinação de esporos. A avaliação ocorreu 

por meio de montagem de lâminas com a suspensão de esporos retirada dos 

poços da placa ELISA e contagem aleatória de 100 esporos em microscópio de 

luz com aumento de 40X. Considerou-se como esporo germinado aquele cujo 

tubo germinativo foi o dobro do diâmetro do esporo. O delineamento experimental 

foi inteiramente casualizado com 19 tratamentos e sete repetições (cada poço foi 

considerado uma repetição). 

Controle da podridão vermelha do sisal em condições de casa de vegetação 

 

Produção das mudas de sisal  
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Mudas de sisal foram produzidas a partir de bulbilhos coletados em áreas 

produtoras no município de Conceição do Coité-BA. Os bulbilhos foram 

inicialmente plantados em bandejas de plástico contendo solo e mantidos em 

casa de vegetação por 60 dias, com irrigações periódicas. Após esse período, 

foram transplantados para sacos de mudas (18x24 cm) contendo 2 L de solo e 

permaneceram em casa de vegetação por 120 dias com irrigação periódica até 

atingirem a altura de 28 a 30 cm.  

 

Instalação do experimento 

O experimento foi instalado na casa de vegetação (12° 39’ 41’’ S e 39° 5’ 

12’’ W) do Centro de Ciências Agrárias Ambientais e Biológicas da Universidade 

Federal do Recôncavo da Bahia, campus de Cruz das Almas, Bahia. A 

temperatura média durante o experimento foi de 24,4 °C noturna e 28,9 °C diurna. 

Antes da aplicação dos tratamentos, fez-se dois microfuros no caule das 

mudas com uma agulha hipodérmica (25 x 0,70 mm) esterilizada. Em cada 

ferimento transferiu-se 1 mL de suspensão de esporos de Trichoderma spp. 

(1x107 conídios ml-1), com uma micropipeta. Vinte e quatro horas após a aplicação 

dos isolados de Trichoderma spp., as mudas foram inoculadas no mesmo 

ferimento com 1 mL de suspensão de esporos de A. welwitschiae (1x107 conídios 

ml-1). Dois tratamentos controle foram adicionados ao experimento, sendo um 

tratamento constituído apenas da inoculação do A. welwitschiae (sem o 

Trichoderma spp.) e o outro composto pela aplicação de 1 mL de água destilada 

esterilizada (sem inoculação). O delineamento foi em blocos casualizados com 18 

tratamentos e dois controles, com três repetições e 10 plantas em cada parcela 

experimental. 

Trinta dias após a inoculação do patógeno, avaliou-se a incidência e 

severidade da doença. A incidência da doença foi avaliada com base na presença 

ou ausência de sintomas nas mudas de sisal. O cálculo da incidência foi feito com 

o número de plantas sintomáticas dividido pelo número total de plantas, obtendo-

se os dados em porcentagem (%). Esses dados foram usados para o cálculo de 

eficiência de controle pela formula: Eficiencia= [(incidência da testemunha – 

incidência do tratamento) / incidência da testemunha] x 100. Para avaliação da 
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severidade, as plantas foram cortadas longitudinalmente e foi utilizada a escala de 

notas elaborada, conforme capítulo 1 (Figura 1) (dados não publicados). Os 

dados de severidade foram transformados para Índice da Doença, conforme a 

equação: Σ (nota da escala de doença * frequência) * 100 / (número de avaliações 

* nota máxima da escala de doença) (MCKINNEY, 1923). 
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Nota Descrição dos sintomas 

0 Caule com lesão mecânica 

1 Lesões iniciais no tecido do caule próximo ao tecido basal da folha, com 
cor castanho claro a avermelhado ≤ 5% da área da haste lesionada 

2 Podridão inicial no tecido basal da folha, crescendo em direção ao 
tecido do caule, com lesões de cor marrom claro a avermelhado, com 7-
20% de área lesionada 

3 Podridão do caule com lesões castanho claro a avermelhado no tecido 
basal da folha e no tecido do caule interno, com 22-45% da área 
lesionada 

4 Podridão do caule, com lesões internas de marrom claro a 
avermelhado, atingindo todo o tecido central do caule e tecido 
meristemático foliar, com 50 - ≤ 78% da área lesionada 

5 Morte da planta, com podridão completa do caule de cor castanho claro 

Figura 1. Escala de notas para avaliação da severidade da podridão vermelha de 

mudas de sisal (Agave sisalana) 
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Histologia das mudas de sisal tratadas com Trichoderma spp. 

Fragmentos de caule de sisal tratado com Trichoderma spp. e inoculadas 

com A. welwitschiae e fragmentos de caule sem inoculação (aplicação de água 

destilada esterilizada) foram fixados em FAA 70 (Formaldeído 37%; Álcool etílico 

70%; Ácido Acético Glacial, 0,5: 0,5: 9 v/v/v) por 24 horas (JOHANSEN, 1940), 

submetidas a vácuo durante o processo de fixação e conservadas em álcool 

etílico 70%. As amostras foram desidratadas em série etílica e inseridas em 2-

hidroxietilmeta-acrilato (historresina-Leica) segundo Meira e Martins (2003). Em 

seguida, secções transversais e longitudinais com espessura variável (10 - 12 µm) 

foram obtidas em micrótomo rotativo (Leica RM2245). Os cortes foram corados 

com uma dupla coloração com azul de toluidina e fucsina básica (JUNQUEIRA, 

1990). As lâminas foram montadas com resina sintética (Permount/Fisher).  

As lâminas foram visualizadas em microscópio (Olympus BX51) acoplado 

ao sistema fotográfico digital (Olympus A330). As alterações anatômicas nos 

tecidos de caule das mudas de sisal tratadas com Trichoderma spp. e inoculadas 

com A. welwitschiae foram fotodocumentadas e comparadas com a anatomia das 

mudas sem inoculação. As escalas das figuras foram obtidas através da projeção 

de uma lâmina micrométrica fotografada/digitalizada nas mesmas condições 

ópticas das ilustrações. 

Não foi possível realizar a análise histológica do caule das mudas 

inoculadas apenas com o A. welwitschiae, pois ao final do experimento, 

apresentavam-se totalmente apodrecido. 

 

Análise de dados 

Os dados foram avaliados quanto à normalidade e homogeneidade de 

variância usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os 

tratamentos sem variabilidade foram excluídos das análises. Os dados de 

diâmetro (pareamento de cultura) e esporulação (voláteis e não voláteis) foram 

transformados para log e, os dados de germinação de esporos foram 

transformados em raiz quadrada para alcançarem a normalidade. No entanto, os 

resultados foram apresentados como valores não transformados. Os dados foram 
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submetidos à análise de variância pelo teste F e para o caso de diferença 

significativa entre os tratamentos, as médias foram comparadas com o teste de 

Scott-Knott (p<0,05) e as análises foram realizadas utilizando o pacote estatístico 

R v. 3.0.2 (R Core Team 2016). 

 

Resultados  

 

Pareamento de cultura e mecanismos de biocontrole de Trichoderma spp. 

sobre A. welwitschiae 

 

Os isolados de Trichoderma spp. inibiram significativamente (p<0,01) o 

crescimento micelial de A. welwitschiae no pareamento das culturas (Tabela 2). 

Houve destaque para os isolados T. harzianum (TCS1, TCS76 e TCS35), T. 

koningii (R39), T. piluliferum (R72) e T. aureoviride (R78) por inibirem o diâmetro 

da colônia de A. welwitschiae em aproximadamente 72 %. Neste ensaio, o T. 

harzianum (F12) foi o isolado menos eficiente em inibir o crescimento micelial de 

A. welwitschiae, com inibição de 58 % (Tabela 2). 

 Nenhum isolado apresentou simultaneamente os três mecanismos de 

biocontrole (competição, antibiose e parasitismo) no pareamento das culturas. A 

maioria dos isolados de Trichoderma spp. (94%) apresentou a competição 

(nutriente e espaço) como o principal mecanismo de biocontrole (Tabela 2 e 

Figura 2). A maioria das colônias de Trichoderma ocupou todo o meio de cultura e 

também cresceram sobre a colônia do A. welwitschiae (Figura 2). Apenas o 

isolado T. viride (R75) inibiu o crescimento de A. welwitschiae por antibiose 

(formação de halo de inibição) (Tabela 2 e Figura 2).  

As observações microscópicas da interação in vitro Trichoderma - A. 

welwitschiae evidenciaram que os isolados T. harzianum (TCS1 e TCS35), T. 

koningii (R39), T. piluliferum (R72) e T. aureoviride (R78) apresentaram 

micoparasitismos ao A. welwitschiae (Figura 3). A hifa do TCS1 cresceu 

envolvendo a hifa do patógeno (Figura 3A), enquanto que os isolados R39 e R72 

causaram o estrangulamento da hifa do patógeno (Figura 3B e C). Os isolados 
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TCS35 e R78 apresentaram a formação de apressorios e penetraram a hifa do 

patógeno (Figura 3D e E).  

 

Tabela 2. Diâmetro das colônias de A. welwitschiae e os mecanismos de biocontrole 

dos isolados de Trichoderma spp. no ensaio de pareamento das culturas. 

Tratamentos 

Diâmetro (cm) 

da colônia de 

A. welwitschiae 

PI (%)1 

Mecanismo de biocontrole 

Competição Antibiose Parasitismo 

TCS1 2,5 d 72,00 + - + 

TCS6 2,6 c 70,89 + - - 

TCS15 2,7 c 70,00 + - - 

TCS43 2,7 c 70,22 + - - 

TCS76 2,4 d 72,89 + - - 

TCS35 2,4 d 73,11 + - + 

TCS81 2,9 c 68,22 + - - 

TCS83 2,7 c 70,44 + - - 

TCS85 3,2 b 64,67 + - - 

R39 2,4 d 73,56 + - + 

R62 2,6 c 70,67 + - - 

R72 2,5 d 71,78 + - + 

R74 2,6 c 70,67 + - - 

R75 3,1 b 66,00 - + - 

R78 2,4 d 73,78 + - + 

C153 2,6 c 71,56 + - - 

F12 3,7 a 58,67 + - - 

F130 2,7 c 69,78 + - - 

Sem 

Trichoderma 

9,0     

1PI: Porcentagem de inibição calculada pela formula: PI = [(diâmetro da 
testemunha – diâmetro do tratamento) / diâmetro da testemunha] x 100 
(Sundaramoorthy et al., 2012). Médias seguidas pela mesma letra na coluna não 
diferem entre si, pelo teste de agrupamento de Scott-Knott (p≤0,01). (-) negativo, 
(+) positivo.  
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Figura 2. Fotodocumentação da interação entre isolados de Trichoderma spp. e 

A. welwitschiae no pareamento das culturas.  
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Figura 3. Microfotografias da interação entre isolados de Trichoderma spp. e A. 

welwitschiae em microscópia de luz com aumento de 100X.  (A) T. harzianum 

(TCS1) crescendo e envolvendo a hifa de A. welwitschiae (seta). (B) T. koningii 

(R39) e (C) T. piluliferum (R72) causando o estrangulamento da hifa do A. 

welwitschiae (seta). (D) T. harzianum (TCS35) e (E) T. aureoviride (R78) 

apresentaram formação de apressório e penetração da hifa de A. welwitschiae 

(seta). Escala: 20 µm. 

 

Efeito dos compostos voláteis dos isolados de Trichoderma spp.  no 

crescimento e esporulação de A. welwitschiae. 
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Os metabolitos voláteis dos isolados de Trichoderma spp. inibiram entre 50 

e 66% o crescimento micelial de A. welwitschiae. Todos os tratamentos diferiram 

significativamente (p≤0,01) do controle (sem Trichoderma) que apresentou média 

de diâmetro da colônia de 8,93 cm (Tabela 3 e Figura 4).  

O número total de esporos produzidos por A. welwitschiae foi reduzido 

significativamente pelos compostos voláteis dos isolados de Trichoderma spp.. O 

tratamento controle (sem Trichoderma) apresentou a maior produção de esporos 

com 3,00E+09 conideos.ml-1. Na relação dos esporos produzidos por área da 

colônia, os metabolitos voláteis produzidos pelos isolados T. asperellum (TCS81 e 

TCS85), T. harzianum (R74 e F12) e T. piluliferum (F130) não diminuíram 

significativamente a produção de esporos por cm2 da colônia de A. welwitschiae. 

Houve destaque para os metabolitos voláteis dos isolados T. harzianum (TCS35), 

T. asperellum (TCS83), T. virens (R62), T. viride (R75) e T. aureoviride (R78) por 

proporcionarem redução no número de esporos produzidos em relação ao 

diâmetro da colônia do fungo (Tabela 3). 
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Tabela 3. Efeito inibitório dos metabolitos voláteis de isolados de Trichoderma 

spp. sobre o diâmetro e esporulação de A. welwitschiae. 

Tratamentos 

Diâmetro (cm) 

da colônia de 

A. welwitschiae 

PI (%)1 

Esporulação 

conídios.ml-1 conídios.cm2 

TCS1 3,80 b 57,45 1,14E+08 d 9,86E+06 b 

TCS6 3,78 b 57,67 1,51E+08 d 1,26E+07 b 

TCS15 3,26 c 63,49 6,95E+07 e 7,91E+06 b 

TCS43 4,15 b 53,53 8,43E+07 e 5,92E+06 b 

TCS76 3,16 c 64,61 6,50E+07 e 6,98E+06 b 

TCS35 2,96 c 66,85 9,67E+06 e 1,41E+06 c 

TCS81 4,45 b 50,17 4,40E+08 b 2,88E+07 a 

TCS83 3,90 b 56,33 1,79E+07 e 1,25E+06 c 

TCS85 4,33 b 51,51 4,82E+08 b 3,32E+07 a 

R39 3,51 c 60,69 7,40E+07 e 7,61E+06 b 

R62 3,01 c 66,29 2,33E+07 e 3,08E+06 c 

R72 2,93 c 67,19 4,90E+07 e 6,89E+06 b 

R74 3,43 c 61,59 1,97E+08 d 2,11E+07 a 

R75 3,06 c 65,73 4,08E+06 e 6,42E+05 c 

R78 3,11 c 65,17 1,37E+07 e 1,69E+06 c 

C153 3,33 c 62,71 1,54E+08 d 1,60E+07 b 

F12 3,95 b 55,77 2,83E+08 c 2,00E+07 a 

F130 3,23 c 63,83 1,58E+08 d 1,89E+07 a 

Sem 

Trichoderma 

8,93 a  3,00E+09 a 4,72E+07 a 

1PI: Porcentagem de inibição calculada pela formula: PI = [(diâmetro da 

testemunha – diâmetro do tratamento) / diâmetro da testemunha] x 100 

(Sundaramoorthy et al., 2012). Médias seguidas pela mesma letra na coluna não 

diferem entre si, pelo teste de agrupamento de Scott-Knott (p≤0,01).  
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Figura 4. Fotodocumentação das colônias de A. welwitschiae em meio BDA 

submetidas aos metabolitos voláteis de isolados de Trichoderma spp. 

 

Metabolitos não voláteis de Trichoderma spp. sobre A. welwitschiae 

O efeito inibitório dos metabolitos não voláteis sobre o diâmetro das 

colônias de A. welwitschiae variou de acordo com o isolado de Trichoderma spp. 

Os tratamentos com os isolados T. piluliferum (C153 e R72) e T. koningii R39 não 

diminuíram o crescimento das colônias, dessa forma, obtiveram diâmetro médio 

de 9 cm igual o tratamento controle. Houve destaque para os metabolitos do 

isolado T. harzianum (F12) que inibiu em aproximadamente 80 % o diâmetro das 

colônias de A. welwitschiae (Tabela 4 Figura 5).   

A esporulação de A. welwitschiae também foi afetada pelos metabolitos 

não voláteis dos isolados de Trichoderma spp. Os metabolitos não voláteis dos 

isolados de Trichoderma spp. reduziram a produção de esporos em comparação 



93 

 

 

 

 

com o tratamento controle que apresentou produção de esporos de 3,83E+09 

conideos.ml-1. Dentre os tratamentos, os metabolitos não voláteis do isolado T. 

harzianum (F12) destacaram com a menor produção de esporos (2,03E+07 

conideos.ml-1). Para a relação esporos produzidos por área da colônia do 

patógeno, os metabolitos não voláteis dos isolados T. longibrachiatum (TCS15) e 

T. harzianum (R74) estimularam a produção de esporos, resultando numa 

esporulação por cm2 maior que a do tratamento controle (6,02E+07 conidios.cm2). 

A menor esporulação por cm2 foi obtidas pelos tratamentos com os metabolitos 

não voláteis dos isoaldos T. harzianum (TCS1 e F12) e T. virens (R62) com 

1,58E+07, 7,28E+06 e 1,31E+07 conidios.cm2, respectivamente (Tabela 4 Figura 

5). 

Os metabolitos não voláteis dos isolados de Trichoderma spp. inibiram em 

mais de 50% a germinação de esporos de A welwitschiae (Tabela 4). O 

tratamento controle (sem Trichoderma) apresentou germinação de 100%, 

evidenciando a elevada viabilidade dos esporos. Houve destaque para os 

tratamentos com os isolados T. virens (TCS43) e T. harzianum (F12) que 

causaram a redução na germinação dos esporos em 99% e 97%, 

respectivamente (Tabela 4).  
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Tabela 4. Efeito inibitório de metabolitos não voláteis de isolados de Trichoderma spp. 

sobre o crescimento micelial, esporulação e germinação de A. welwitschiae. 

Tratamentos 

Diâmetro da 

colônia de A. 

welwitschiae 

Esporulação Germinação  

(cm) Conídios.ml-1 Conídios.cm2 (%) 

TCS 1 8,27 a 8,43E+08 e 1,58E+07 d 43,16 a 

TCS 6 8,50 a 2,30E+09 b 4,20E+07 c 35,30 b 

TCS 15 4,12 d 1,18E+09 d 9,86E+07 a 28,66 b 

TCS 43 5,21 c 1,17E+09 d 5,49E+07 b 1,00 d 

TCS 76 8,55 a 1,62E+09 c 2,95E+07 c 50,83 a 

TCS 35 6,77 b 1,13E+09 d 3,11E+07 c 44,60 b 

TCS 81 4,53 c 1,09E+09 d 6,75E+07 b 39,00 a 

TCS 83 3,41 d 7,05E+08 e 6,66E+07 b 39,50 a 

TCS 85 3,68 d 6,48E+08 e 6,09E+07 b 32,33 b 

R39 9,00 2,42E+09 b 3,80E+07 c 24,50 c 

R74 7,05 b 3,71E+09 a 9,54E+07 a 43,16 a 

R62 8,13 a 6,80E+08 e 1,31E+07 d 33,16 b 

R72 9,00 1,75E+09 c 2,74E+07 c 31,33 b 

R75 6,52 b 1,08E+09 d 3,25E+07 c 33,50 b 

R78 6,76 b 1,02E+09 d 2,87E+07 c 17,50 c 

C153 9,00 1,50E+09 c 2,36E+07 c 45,83 a 

F12 1,88 e 2,03E+07 f 7,28E+06 d 3,16 d 

F130 6,47 b 1,69E+09 c 5,15E+07 b 50,00 a 

Sem Trichoderma 9,00 3,83E+09 a 6,02E+07 b 100 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de 

agrupamento de Scott-Knott (p≤0,01).  
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Figura 5. Fotodocumentação das colônias de A. welwitschiae crescidas em meio 

BDA com filtrado de isolados de Trichoderma spp. 

 

Controle da podridão vermelha em condições de casa de vegetação 

 

As mudas de sisal tratadas com os isolados de Trichoderma spp. tiveram 

significativa redução (p<0,01) na incidência e severidade da podridão vermelha, 

no período de 30 dias de avaliação (Tabela 5 e Figura 6). Nas mudas do 

tratamento controle (inoculadas apenas com A. welwitschiae) a incidência da 

dença foi de 100% e as mudas apresentaram folhas murchas, amareladas e o 

caule totalmente apodrecido (planta morta) (Tabela 5, Figura 6A e C). Estes 

sintomas iniciaram aos oito dias após a inoculação do patógeno e com 15 dias, 

aproximadamente 90% das mudas apresentavam caules aprodrecidos e mortas 

(Figura 6A e C). Nas mudas inoculadas Trichoderma spp., os sintomas da doença 

surgiram tardiamente, com aproximadamente 20 dias após a inoculação do 
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patógeno e em geral, as mudas permaneceram assintomáticas durante todo o 

experimento (Figura 6B). 

Entre os tratamentos, as mudas tratadas com o isolado T. harzianum 

(TCS1) apresentaram maior incidência da doença com 77%. Os isolados T. 

longibrachiatum (TCS15), T. harzianum (TCS76, TCS35, R74 e F12), T. 

asperellum (TCS81, TCS83 e TCS85), T. virens (R62), T. viride R75, e T. 

piluliferum (F130) destacaram-se por promoverem a redução na incidência da 

podridão vermelha entre 70-93% e na severidade em 97% (Tabela 5). Esse efeito 

biocontrolador da podridão vermelha pode ser observado nas mudas tratadas 

com esses isolados de Trichoderma, as quais permaneceram assintomáticas e 

vigorosas como as mudas que não recebram inoculação, durante os 30 dias de 

avaliação (Figura 6 B e D). Com o corte longitudinal das mudas, observou-se que 

o caule tratado com esses isolados de Trichoderma apresentava lesões iniciais 

(sintomas de podridão) e, em geral, a doença não progrediu no tecido caulinar, 

permanecendo próxima ao tecido basal da folha, local da inoculação (Figura 6 E).  
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Tabela 5. Incidência, eficiência de controle e severidade da podridão vermelha 

em mudas de sisal tratadas com isolados de Trichoderma spp.  

Tratamentos Incidência (%) 
Eficiencia de 

controle (%)1 
Severidade (%)2 

TCS 1 77 a 23 8,33 a 

TCS 6 57 b 43 8,66 a 

TCS 15 7 c 93 0,66 b 

TCS 43 37 b 63 4,00 b 

TCS 76 14 c 86 1,33 b 

TCS 35 7 c 93 1,00 b 

TCS 81 24 c 76 3,66 b 

TCS 83 10 c 90 1,66 b 

TCS 85 14 c 86 1,33 b 

R62 7 c 93 1,00 b 

R72 37 b 63 6,66 a 

R74 20 c 80 3,33 b 

R75 14 c 86 1,66 b 

R78 50 b 50 5,66 a 

C153 50 b 50 7,00 a 

F12 7 c 93 1,00 b 

F130 30 c 70 3,00 b 

Sem Trichoderma 100 0 100 

1Eficiencia de controle calculada pela formula: Eficiencia= [(incidência da 
testemunha – incidência do tratamento) / incidência da testemunha] x 100. 2Índice 
de Severidade da Doença, conforme a equação: Σ (nota da escala de doença * 
frequência) * 100 / (número de avaliações * nota máxima da escala de doença) 
(McKinney, 1923). Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre 
si, pelo teste de agrupamento de Scott-Knott (p≤0,01).  
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Figura 6. Mudas de sisal com 30 dias após o tratamento com os isolados de 

Trichoderma spp. (A) Mudas inoculadas apenas com A. welwitschiae (Controle 1). 

(B) Mudas tratadas com Trichoderma sp. e inoculadas com A. welwitschiae, (C) 

Muda com folhas murchas, amareladas e com caule totalmente apodrecido 

(morta). (D) Muda sem inoculação (Controle 2). (E) Corte longitudinal do caule 

para avaliação da severidade da doença.  
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Histologia do caule das mudas tratadas com Trichoderma spp. 

Os cortes histológicos do caule das mudas de sisal do controle (sem 

inoculação) evidenciaram que todo o tecido caulinar estava sadio e sem 

alterações anatômicas. Células parenquimáticas isodiamétricas de parede celular 

delgada compõe o parênquima de preenchimento e os espaços entre os feixes 

vasculares (Figura 7A).  

Nas secções anatômicas do caule de sisal que foram tratados com isolados 

de Trichoderma spp. foi observado que a podridão vermelha estava presente no 

parênquima de preenchimento (Figura 7A). As células parenquimáticas 

colonizadas pelo A. welwitschiae apresentaram parede celular degradada e sem 

formato definido (Figura 7A). Além disso, no tecido caulinar foi evidenciado que o 

A. welwitschiae foi contidos devido a deposição de lignina na parede celular das 

células do parênquima (Figura 7B, C, D e E). O tecido necrosado apresenta-se 

cercado por camadas de células lignificadas, com espessuras variando de 200 a 

800 µm (Figura 7A, B, C, D e E). Também foi observado que algumas células 

parenquimáticas encontravam-se em processo de lignificação (Figura 7D) e 

outras em processo de divisão celular (Figura 7F).  

Hifas fúngicas foram encontradas nos caules tratados com isolados de 

Trichoderma spp. e inoculados com A. welwitschiae (Figura 7G). Na maioria dos 

cortes analisados, não foram observadas estruturas reprodutivas (conidióforos), o 

que impossibilitou a identificação dos fungos (A. welwltischiae ou Trichoderma) 

(Figura 7G). Não foram observadas estruturas reprodutivas (conidióforo e 

conídios) de A. welwitschiae em todos os cortes analisados. Nos tecidos da 

plantas tatadas com os isolados T. longibrachiatum (TCS15), T. virens (TCS43), 

T. harzianum (TCS35), T. asperellum (TCS81 e TCS85), T. viride (R75) e T. 

piluliferum (F130) foi possível identificar os antagonistas, pois além de hifas 

(Figura 7G e H), esses isolados apresentaram conidióforos e conídios (Figura 7I).  
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Figura 7. Cortes histológicos de caule de mudas de sisal. (A) Fragmento de caule 

de sisal sem inoculação (esquerda) e tratado com Trichoderma (direita) e a 

visualização do corte transversal. (B) Camadas de células lignificadas envolvendo 

o tecido necrosado com espessura de 200µm (C), 400 µm (D) e 800 µm (E). (F) 

Células parenquimáticas em processo de divisão (seta). Presença de hifas (setas) 

no tecido necrosado (G) e em células parenquimáticas (H). Presença de 

conidióforo e conídios (I) de Trichoderma spp. Abreviações: CL: Células 

lignigicadas. P: parênquima TD: Tecido necrosado. TS: Tecido sadio. Escala: 150 

µm (A); 60 µm (B, C, D, E); 30 µm (F); 1 µm (G, H, I). 
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Discussão 

 A podridão vermelha é a doença mais destrutiva da cultura do sisal no 

Brasil. Estratégias de controle são necessárias para evitar o aumento da doença 

nas áreas produtoras de sisal e para impedir a sua disseminação para áreas 

isentas da doença. Este é o primeiro estudo com a descrição do efeito de isolados 

de Trichoderma no controle de A. welwitschiae, agente causal da podridão 

vermelha nos tecidos de Agave sisalana.  

Estudos têm demonstrado resultados promissores na utilização de 

Trichoderma como antagonista a outras espécies do gênero Aspergillus. Gajera e 

Vakharia, (2010) avaliaram o antagonismo entre 12 isolados de Trichoderma 

contra A. niger, agente causal da podridão do colo em amendoim e relataram que 

o isolado de T. viride 60 reduziu em 86,2% o crescimento micelial do patógeno no 

pareamento das culturas. No México, Sánchez e Rebolledo, (2010) utilizaram 

isolados de T. longibrachiatum, T. viridescens e T. reseei obtidos de solos de 

áreas produtoras de A. tequilana no controle do Thielaviopsis paradoxa, agente 

causal da tristeza e morte desta espécie de Agave, principal doença da A. 

tequilana. Esses autores evidenciaram que os isolados de Trichoderma causaram 

inibição acima de 80% do crescimento micelial do patógeno. Sá, (2009) avaliou o 

antagonismo de 44 isolados de Trichoderma sobre o A. niger e constatou que os 

isolados T. virens (TCS16) e T. viride (TCS23) inibiram 100% o crescimento 

micelial e esporulação do patógeno. 

 Espécies de Trichoderma atuam no controle de fitopatogenos por meio de 

um ou mais mecanismos como micoparasitismo, antibiose, competição e indução 

de resistência da planta (ELAMATHI et al., 2018; HARMAN et al., 2004; ROATTI 

et al., 2013). Nesse estudo, os isolados de Trichoderma spp. apresentaram 

diferentes mecanismos de ação (competição, micoparasitismo, antibiose, 

produção de compostos antifúngicos voláteis e não voláteis que atuam na inibição 

do crescimento micelial, esporulação e germinação de esporos de A. 

welwitschiae. Além disso, os isolados de Trichoderma spp. induziram a defesa do 

sisal (lignificação). 
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No teste de pareamento, a maioria dos isolados de Trichoderma spp. foi 

eficiente em ocupar o meio de cultivo e também crescer sobre as colônias de A. 

welwitschiae. Esse comportamento tem sido relatado na maioria dos ensaios com 

cultura pareada envolvendo Trichoderma e fitopatogênicos como Fusarium 

oxysporum, Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici, Colletotrichum falcatum, A. 

niger (BUNBURY-BLANCHETTE e WALKER, 2019; ELAMATHI et al., 2018; 

GAJERA e VAKHARIA, 2010; MOUSUMI et al., 2019). 

Especies de Trichoderma spp. podem exercer o biocontrole direto 

parasitando uma variedade de fungos (BENÍTEZ et al., 2004). Embora esse seja o 

primeiro relato do micoparasitismo de A. welwitschiae por isolados de 

Trichoderma spp., Rai et al. (1980) evidenciaram o micoparasitismo de outras 

espécies do gênero Aspergillus como A. candidus, A. luchuensis e A. niger por T. 

viride. De acordo com os autores, as hifas do T. viride enrolaram e penetraram 

apenas os conidióforos dos hospedeiros. No presente trabalho, observou-se que 

os isolados de Trichoderma spp. parasitaram apenas as estruturas vegetativas do 

A. welwitschiae. O micoparasitismo é um processo complexo e inclui o 

crescimento quimiotrópico de Trichoderma, reconhecimento do hospedeiro pelos 

micoparasitas, secreção de enzimas extracelulares, penetração das hifas e lise do 

hospedeiro (ELAMATHI et al., 2018; VINALE et al., 2008; ZEILINGER et al., 

1999). A importância do micoparasitismo como mecanismo de ação variar a 

depender da espécie do Trichoderma e do patógeno (RAI et al., 1980; SÁNCHEZ 

et al., 2007; OJHA e CHATTERJEE, 2008; RAJESH et al., 2016). 

Coincidentemente, os isolados que apresentaram dois mecanismos de 

ação destacaram-se entre os tratamentos por causarem maior inibição no 

crescimento micelial de A. welwitschiae. Um estudo realizado por El-Debaiky, 

(2017) também revelou que o T. harzianum teve ação contra patógenos como 

Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Sclerotium cepivorum e Sclerotinia 

sclerotiorum por meio dos mecanismos da antibiose e de micoparasitismo. Em 

outro caso, o T. harzianum inibiu o crescimento micelial (56%) de S. sclerotiorum 

por meio da competição e as hifas do antagonista cresceram em paralelo ou 

entrelaçadas com hifas do patógeno, evidenciando também o micoparasitismo 

(ZHANG et al., 2016).  

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/alternaria-alternata
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/botrytis-cinerea
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/sclerotinia-sclerotiorum
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/sclerotinia-sclerotiorum
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Em geral, os metabolitos voláteis e não voláteis dos isolados de 

Trichoderma também apresentaram atividade inibitório sobre o A. welwitschiae. 

Entretanto, os voláteis foram mais eficientes em inibir o crescimento e 

esporuluação do patógeno, em comparação com os não voláteis. Possivelmente, 

o fato dos não voláteis serem produzidos na ausência do patógeno no meio 

liquido (BD) e serem homogeneizados em meio sólido (BDA) possa ter 

influenciado no efeito antagônico. Isaias et al. (2014) constataram que os 

metabolitos voláteis de 20 isolados de Trichoderma spp. causaram inibição acima 

de 77% do crescimento micelial de Verticillium dahliae, enquanto que para a 

maioria dos metabolitos não voláteis a inibição não ultrapassou 50%. A variedade 

e o número de compostos encontrados no metaboloma de diferentes espécies de 

Trichoderma são surpreendentemente elevados e incluem enzimas líticas e 

hormônios, além de muitos metabolitos secundários com funções biológicas 

importantes (LORITO et al., 2010). A produção de metabólitos secundários por 

Trichoderma spp. é dependente da estirpe e inclui diferentes classes de 

compostos antifúngicos sendo os antibióticos voláteis um deles (LORITO et al., 

2010). 

Além dos mecanismos de ação já mencionados, os agentes de controle 

podem elicitar respostas de resistência aos patógenos podendo, inclusive, induzir 

a ativação de mecanismos estruturais de defesa da planta. A lignificação é um 

mecanismo de resistência pré-formada nas plantas, mas que também pode ser 

elicitado como respostas a estresses bióticos e abióticos (BHUIYAN et al., 2009; 

VANCE et al., 1980). A deposição de lignina torna a parede celular mais 

resistente à pressão mecânica aplicada durante a penetração pelo fungo, bem 

como torna a célula mais resistente à dissolução por enzimas líticas e restringir a 

difusão de enzimas e toxinas do patógeno para o hospedeiro, e da água e 

nutrientes do hospedeiro para o fungo (VANCE et al., 1980; SMITH et al., 2007; 

MALINOVSKY et al., 2014). Neto e Martins, (2012) já haviam reportado que o 

sisal sadio apresenta células altamente lignificadas no córtex da raiz e que essas 

células são uma barreira física da planta contra o ataque de microrganismos. 

Apesar do sisal possui esse mecanismo estrutural, nesse estudo foi confirmado 

que as plantas sem tratamento (sem Trichoderma spp.) não conseguem conter a 

infecção pelo A. welwitschiae e acabam morrendo. Em contrapartida, nas plantas 
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que receberam o tratamento com Trichoderma, esse mecanismo de defesa 

demonstrou ser eficiente em conter o patógeno nos tecidos caulinares. 

Possivelmente, os isolados de Trichoderma spp. causaram uma aceleração na 

deposição de lignina nas células do parênquima das plantas tratadas.  

Adicionalmente, o fato de algumas células estarem no processo de lignificação e 

divisão celular, sugere que este mecamismo de defesa estava ativo, mesmo após 

o isolamento do tecido necrosado.  

A lignina também tem sido correlacionada com plantas resistentes e 

susceptíveis a patógenos (GARCÍA et al., 2015). Xu et al. (2011) inocularam 

plantas de algodão susceptíveis e resistentes a Verticillium dahliae e reportaram 

que ambos os tipos de plantas apresentaram um aumento no nível de expressão 

de genes relacionados à síntese de lignina após a inoculação do patógeno, sendo 

esse aumento maior e mais rápido no genótipo resistente. Não existe registro de 

genótipos resistentes ao A. welwitschiae, entretanto os resultados obtidos neste 

estudo, apontam que algumas plantas podem expressar o gene relacionado com 

a síntese de lignina mais rapidamente, resultando em maiores camadas de 

células lignificadas.   

De maneira geral, os efeitos de Trichoderma na planta são determinados 

pela interação entre elicitores produzidos pelo fungo e pelos receptores da planta 

e podem desempenhar um papel na indução de mudanças na fisiologia e 

expressão gênica das mesmas (HARMAN e SHORESH, 2007). Não foi possível 

identificar qual(is) elicitor(es) produzido(s) pelos isolados de Trichoderma estão 

envolvidos no processo de lignificação na cultura do sisal. Koike et al. (2001) 

relataram que as raízes de pepino tratadas com filtrado do cultivo de Trichoderma 

24h antes da inoculação de Colletotrichum orbiculare, induziu a lignificação em 

pontos de penetração do patógeno nas folhas, e resultou na redução no número 

total e diâmetro das lesões em 46% e 62%, respectivamente. Entretanto, os 

autores também não chegaram a identificar o elicitor presente no filtrado de 

Trichoderma, mas sugeriram que os polissacarídeos e os lipídios, podem ter sido 

os elicitores que desencadearam a resistência em pepino. Em outro estudo, 

Nandini et al. (2017) reportaram que o tratamento de mudas de milheto com 

Proteína Bruta Total (TCP) de T. atroviride induziu a deposição localizada de 
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lignina e corroborou com o aumento da proteção (56%) contra o míldio causada 

por Sclerospora graminicola.  

As análises histológicas também evidenciaram a presença dos isolados de 

Trichoderma nos tecidos caulinares. Sete isolados obtiveram sucesso na 

colonização dos tecidos, sendo possível observar além das hifas, as estruturas de 

reprodução (conidióforo e conídios) (Figura 7). Interessantemente, esses isolados 

foram obtidos de diferentes nichos ecológicos incluindo raiz de sisal (T. viride 

(R75)), folha de sisal (T. piluliferum (F130)), solo próximo das raízes de sisal (T. 

longibrachiatum (TCS15), T. virens (TCS43) e T. harzianum (TCS35)) e solo 

próximo de raízes de bananeira (T. asperellum (TCS81 e TCS85)). Esse resultado 

demonstra embora sejam de nicho ecológico diferentes, esses agentes de 

controle biológico podem estabelecer uma interação duradoura com o sisal, 

fazendo com que os efeitos benéficos dessa interação possam se manter por todo 

ou grande parte do ciclo da planta (HARMAN et al., 2004; DRUZHININA et al., 

2011). A interação Trichoderma-planta geralmente acontece na região da raiz e 

embora o Trichoderma spp. possa colonizar externamente e internamente as 

raízes das plantas (MUKHERJEE et al., 2012), algumas espécies não se 

restringem aos tecidos radiculares, e podem ser encontradas em diferentes partes 

da planta como é o caso do T. amazonicum colonizando folhas de Hevea 

brasiliensis (CHAVERRI et al., 2011), T. atroviride e T. koningii em folhas de 

Cupressaceae (HOSSEYNI-MOGHADDAM e SOLTANI, 2013), T. polyalthiae em 

caule de Polyalthia debilis (NUANKAEW et al., 2018), T. harzianum, T. 

koningiopsis, T. hamatum e T. ovalisporum em tricomas de cacau (BAILEY et al., 

2009).  

Este estudo é inovador dentro da área do controle biológico, pois além de 

investigar os possíveis mecanismos de ação utilizados por Trichoderma spp. no 

controle da podridão vermelha do sisal, utilizando técnicas histolóicas apresenta 

os efeitos que ocorrem nas plantas tratadas com o agente de biocontrole ao nível 

celular. As técnicas apresentadas nesse trabalho também podem ser utilizadas 

por outros pesquisadores para investigar as interações antagonista-patógeno-

hospedeiro em outros patossistemas. Estudos futuros focarão na identificação dos 

elicitores responsáveis por esse importante processo e que podem estar 

relacionados com a resistência de plantas a patógenos. A identificação dos 
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compostos voláteis e não voláteis produzidos por esses isolados e o seu efeito na 

indução de resistência também é uma prioridade. Os isolados relatados neste 

estudo são recomendados para a formulação de um bioproduto para o controle da 

podridão vermelha causada pelo A. welwitschiae no sisal e assim contribuir para 

diminuição das perdas causadas por essa doença.  

 

Conclusão 

 Os isolados de Trichoderma spp. possuem potencial inibitório sobre o A. 

welwitschiae. O T. longibrachiatum (TCS15), T. harzianum (TCS76, TCS35, R74 e 

F12), T. asperellum (TCS81, TCS83 e TCS85), T. virens (R62), T. viride R75, e T. 

piluliferum (F130) têm potencial para o controle da podridão vermelha do sisal. O 

estudo histológico evidenciou que os isolados de Trichoderma induziram a 

lignificação de células parenquimáticas no sisal. Em estudos futuros, o efeito 

biocontrolador desses isolados também deve ser investigado sob condições de 

campo, além de identificar o(s) elicitor(es) responsáveis pelo processo de 

lignificação no sisal e o desenvolvimento de bioprodutos a base desses isolados 

para o controle da podridão vermelha do sisal.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 A escala de notas desenvolvida para quantificação da podridão vermelha 

do sisal em mudas inoculadas com A. welwitschiae foi facilmente utilizada pelos 

avaliadores nas estimativas da severidade da doença. A descrição detalhada dos 

sintomas internos da podridão vermelha em cada nível de severidade também 

contribuiu nas estimativas da doença, principalmente em caso de dúvidas. O 

treinamento dos avaliadores antes das avaliações é recomendado para que se 

obtenha dados acurados e altamente precisos. Essa escala de notas possibilitará 

a realização de estudos futuros com a avaliação de métodos de controle sob 

condições de estufa e campo, na determinação de resistência de plantas (sisal e 

hibrido) e em teste de agressividade de diferentes isolados de A. welwitschiae.  

Os resultados obtidos com a hisotologia do caule de plantas de sisal com a 

podridão vermelha contribuíram para a melhor compreensão da interação A. 

welwitschiae-A. sisalana. Na secção transversal do caule de sisal infectado foi 

observado que a doença estava presente em todo o parênquima fundamental e 

que as células parenquimáticas colonizadas pelo patógeno apresentam-se com a 

parede celular degradada e sem formato definido, sugerindo que o A. 

welwitschiae está atuando como patógeno necrotrófico. As secções longitudinais 

evidenciam a presença do fungo tanto nos elementos de vaso como em células 

do parênquima, demonstrando que o mesmo pode fazer uso dessas duas vias 

para poder para locomover-se nos tecidos de A. sisalana. Alguns mecanismos de 

defesa do sisal também foram evidenciados nos cortes histológicos do caule 

infectado, como a obliteração dos elementos de vaso, presença de compostos 

fenólicos na pigmentação vermelha característica da doença e lignificação da 

parede celular de células parenquimáticas. Embora a planta possua tais 

mecanismos de defesa, a doença continua a se espalha pelo tecido caulinar do 

sisal até causar a morte da planta. Dessa forma, a intervenção com algum método 

de controle é necessária para conter a podridão vermelha nos tecidos do sisal.  

Os isolados de Trichoderma spp. apresentaram diferentes mecanismos de 

ação (competição, micoparasitismo, antibiose, produção de compostos (voláteis e 

não voláteis) na inibição do crescimento micelial, esporulação e germinação de 
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esporos de A. welwitschiae. A utilização de um ou mais mecanismos de 

biocontrole variou de um isolado para outro.  

O controle biológico da podridão vermelha com os isolados de Trichoderma 

spp. resultou numa diminuição significativa da incidência e severidade nas mudas 

que foram tratadas com esse agentes de biocontrole. O T. longibrachiatum 

(TCS15), T. harzianum (TCS76, TCS35, R74 e F12), T. asperellum (TCS81, 

TCS83 e TCS85), T. virens (R62), T. viride R75, e T. piluliferum (F130) 

apresentaram a maior eficiência de controle entre os tratamentos testados. 

Diferente das mudas sem Trichoderma (controle) que apresentaram sintomas 

característicos da doença e morreram com 15 dias após a inoculação do 

patógeno, as mudas tratadas com estes isolados permaneceram assintomáticas e 

vigorosas durante todo o período de avaliação. 

O estudo histológico dos caules de mudas de sisal tratados com os 

isolados de Trichoderma spp. demonstrou que a podridão vermelha estava 

presente no parênquima de preenchimento, entretanto, o progresso da doença no 

tecido caulinar foi contido por camadas de células com parede celular lignificada. 

A espessura da camada das células lignificadas variou de isolado para isolado, 

sugerindo que o processo de lignificação foi influenciado pelos agentes de 

biocontrole. Além de induzirem o mecanismo de resistência no sisal, estruturas 

como hifas, conidióforos e conideos dos isolados T. longibrachiatum (TCS15), T. 

virens (TCS43), T. harzianum (TCS35), T. asperellum (TCS81 e TCS85), T. viride 

(R75) e T. piluliferum (F130) foram visualizados nos cortes histológicos do caule 

do sisal. Esse resultado demonstra estes isolados podem se estabelecer no 

tecido do sisal, desenvolvendo uma interação simbiótica com a planta. 

Os achados nesse estudo são inovadores dentro da área do controle 

biológico e inéditos para a podridão vermelha do sisal, pois além de investigar a 

eficiência de biocontrole, através da anatomia vegetal, demonstra os efeitos a 

nível celular ocorridos nas plantas tratadas com os agentes de controle biológico. 

Em estudos futuros, o efeito biocontrolador dos isolados de Trichoderma spp. 

deve ser investigado sob condições de campo, além de identificar o(s) elicitor(es) 

responsáveis pelo processo de lignificação no sisal e o desenvolvimento de 
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bioprodutos a base desses isolados deve ser elaborado e testato no controle da 

podridão vermelha do sisal. 

  


