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Sinopse: Os resultados demonstraram a eficécia dos isolados de
Trichoderma na redugdo da incidéncia da doenga podriddo-de-
esclerdcio e no aumento do vigor de tomateiros.

Este estudo contribui para o avango no uso de agentes de
biocontrole adaptados as condigées do bioma amazodnico,
promovendo praticas agricolas mais sustentaveis e seguras para o
cultivo do tomate na regido.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum, Agroathelia rolfsii, controle

bioldgico, metabdlitos volateis, promotores de crescimento.
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RESUMO

Os fungos do género Trichoderma possuem capacidade de estimular o
crescimento vegetal e suprimir fitopatégenos, podendo ser uma alternativa promissora
aos fungicidas quimicos de doengas em plantas. Este estudo avaliou o potencial de
quatro isolados de Trichoderma spp., oriundos do estado do Amazonas, no controle
da podridao-de-esclerécio (Agroathelia rolfsii) e de seis isolados na promogao do
crescimento de tomateiros, em condigdes de campo. Os experimentos foram
conduzidos em campo e em ensaios in vitro, foi avaliada a atividade enzimatica, de
sideroforos, de acido indolacético (AlA), antagonismo e compostos volateis por esses
isolados. O isolado Inpa 2957 se destacou ao reduzir a incidéncia da doenca para
1,75%, reduziu em 89% o crescimento micelial de A. rolfsii em ensaios de cultura
pareada e aumentou significativamente a producédo de tomateiros, alcangando um
rendimento de 359.29 g/m?, com um aumento de 73,5% de rendimento em relagdo ao
controle. O isolado Inpa 2473 destacou-se pela producédo de AlA (60,72 yg-mL™) e
pela capacidade de inibir em 91% o crescimento micelial de Agroathelia rolfsii por meio
da emissdao de metabdlitos volateis, em comparacdo ao controle sem tratamento,
indicando seu potencial como promotor de crescimento vegetal e controlador
biolégico. Com base nos resultados deste estudo, o isolado Inpa 2957 demonstrou
coeréncia entre o desempenho em laboratério e em condi¢gdes de campo, onde podera
ser utilizado como uma alternativa eficaz para o controle biolégico da podriddo-de-
esclerocio e para o aumento da produtividade dos tomateiros em campo. Reforgando
a viabilidade do controle biolégico como uma alternativa sustentavel ao manejo
quimico da doencga, contribuindo para a redugcao dos impactos ambientais e para o

fortalecimento da agricultura sustentavel na regido amazénica.



ABSTARCT

Fungi of the genus Trichoderma have the ability to stimulate plant growth and
suppress phytopathogens, and may be a promising alternative to chemical fungicides
of plant diseases. This study evaluated the potential of four isolates of Trichoderma
spp., from the state of Amazonas, Brazil, in the control of sclerotium rot (Agroathelia
rolfsii) and of six isolates in the promotion of tomato growth, under field conditions. The
experiments were conducted in the field and in vitro assays, the enzymatic activity of
siderophores, indoleacetic acid (IAA), antagonism and volatile compounds were
evaluated by these isolates. The isolate Inpa 2957 stood out by reducing the incidence
of the disease to 1.75%, reduced the mycelial growth of A. rolfsii by 89% in paired
culture trials and significantly increased tomato yield, reaching a yield of 359.29 g/m2,
with a 73.5% increase in yield compared to the control. The isolate Inpa 2473 stood
out for its IAA production (60.72 pg-mL™") and for its ability to inhibit the mycelial growth
of Agroathelia rolfsii by 91% through the emission of volatile metabolites, compared to
the control without treatment, indicating its potential as a plant growth promoter and
biological controller. Based on the results of this study, the isolate Inpa 2957
demonstrated coherence between the performance in the laboratory and in field
conditions, where it can be used as an effective alternative for the biological control of
sclerotium rot and to increase the productivity of tomato plants in the field. Reinforcing
the viability of biological control as a sustainable alternative to the chemical
management of the disease, contributing to the reduction of environmental impacts

and the strengthening of sustainable agriculture in the Amazon region.
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1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma cultura economicamente
importante e mundialmente difundida (Barbosa et al., 2021; Furquim et al., 2021). O
tomate € uma das hortalicas mais consumidas pela populagao mundial, depois da
batata (Solanum tuberosum L.) e da cebola (Allium cepa L.) (Salvador e Pereira,
2021).

E um fruto versatil e saboroso, muito consumido devido as suas propriedades
nutricionais, rico em vitaminas A, C e E, licopeno e minerais como o potassio. Sua
inclusdo na dieta é benéfica para a saude humana, auxiliando na prevencédo de
diversas doencgas e promovendo o bem-estar geral (Collins, 2022). Entre os varios
beneficios a saude do ser humano, promovidos pelo consumo do tomate, estao as
propriedades desta hortalica de reduzir o colesterol, controlar a pressao arterial, a
glicemia, evitar danos celulares, aumentar a resposta do sistema imunoldgico e

prevenir o cancer e doengas cardiovasculares (Bissacotti et al., 2021).

O cultivo do tomate enfrenta desafios significativos relacionados a incidéncia
de doencgas, principalmente aquelas causadas por patdgenos habitantes do solo. Em
regides tropicais, quente e umidas, a podridao-de-esclerdcio, causada pelo fungo
Agroathelia rolfsii (Sacc.) Ruivo e ST Mullimeux, pode causar sérios danos as plantas,
resultando em reducao da produtividade e perdas econémicas para o agricultor (Abd-
Elghany et al., 2021). Segundo Coelho Netto et al. (2013), no Amazonas, a doenca €
comum em plantas da familia Solanaceae. O controle dessa doencga é extremamente
dificil devido a capacidade de sobrevivéncia do patégeno no solo e a ampla gama de
hospedeiras (Sa et al., 2019).

Vérios estudos enfatizam a ineficacia de fungicidas no combate a podridao-de-
esclerocio (Nascimento et al., 2022). Um estudo realizado por Roza (2019) investigou
a eficacia de fungicidas no controle de esclerécios de fungos fitopatogénicos no solo.
O autor observou que, apesar do tratamento com os fungicidas, a viabilidade dos
esclerécios nao foi significativamente reduzida, evidenciando a resisténcia dessas

estruturas aos fungicidas testados.

Estudos realizados por Moreira et al. (2022) e por Ponce e Zambrano (2021)

identificaram a ocorréncia de resisténcia adquirida a fungicidas em populagdes de A.
14



rolfsii. Os autores mencionam que essa resisténcia pode estar relacionada a
exposicado continua aos fungicidas analisados. Os fungicidas com modos de agéo
especificos a um processo metabodlico especifico e aplicados de forma repetida,
aumentam a pressao de selegao sobre populagdes dos microrganismos, selecionando

isolados resistentes. (Garrido, 2022).

Agrotoxicos sdo amplamente utilizados no controle de doengas agricolas. No
entanto, seu uso indiscriminado pode causar impactos ambientais significativos, como
0 aumento da resisténcia de patdgenos, a poluigdo do solo e da agua, além de riscos
a saude humana. Esses problemas tém impulsionado a busca por alternativas mais
seguras e eficazes, com menor toxicidade e alta eficiéncia no controle de doengas
(Ramos et al., 2020).

O controle bioldgico tem sido cada vez mais utilizado ndo apenas para reduzir
a dependéncia de agrotoxicos, mas também como uma estratégia tecnoldgica para
promover o desenvolvimento sustentavel da agricultura (Morandi e Bettiol, 2009).
Diversas espécies de fungos apresentam potencial tanto para o controle biolégico
quanto para a promog¢ao do crescimento vegetal, sendo o género Trichoderma um dos

mais estudados nesse contexto (lsaias et al., 2014).

Os fungos do género Trichoderma possuem a capacidade de estimular o
crescimento das plantas e suprimir fitopatdgenos. Esse efeito ocorre por meio de
diferentes mecanismos, como a competicdo por espago e nutrientes, 0
micoparasitismo e a antibiose (Nascimento et al., 2022). Além disso, sua habilidade
de colonizar as raizes das plantas desempenha um papel essencial na melhoria da
nutricdo, no desenvolvimento e no rendimento das culturas, aumentando sua
resisténcia a doencgas e sua tolerancia a estresses bioticos e abidticos (Contreras-
Cornejo et al., 2024).

A promogao do crescimento vegetal e o impacto na capacidade produtiva estao
associados a produgao de fitormdnios, como giberelinas e auxinas, incluindo o acido
indolacético, que estimulam o crescimento das raizes e da area foliar, resultando em
maior produtividade das plantas (Raju e Punamalai, 2025). Este trabalho teve como
objetivo avaliar o potencial de isolados do género Trichoderma, oriundos do
Amazonas, no controle de podridao-de-esclerdcio e na promocéo de crescimento de
tomateiros.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O cultivo do tomateiro

A espécie tem como centro de origem a América do Sul, especificamente na
regido andina (Peru, Bolivia e Chile). Sua domesticagdo se deu principalmente na
América do Norte, precisamente na regidao do México (Brandao Filho et al., 2018). O
tomate, fruto desta espécie, foi introduzido no Brasil por volta do século XIX, por
imigrantes europeus, sendo hoje um dos alimentos de maior importancia
socioeconémica para o pais (Bissacotti, et al., 2021).

Trata-se de planta herbacea, perene, que se conduz como anual, possuindo
caule flexivel, podendo ser ereto, semiereto ou rasteiro, com porte arbustivo e possui
diversas ramificagdes laterais que sdo controladas pela poda (Krohling et al., 2018).
O fruto é carnoso, do tipo baga e formato variado de acordo com a cultivar, contendo
até 95% de agua (Furquim et al., 2021). Possui nutrientes com propriedades
antioxidantes, entre estes licopeno, B-caroteno, vitaminas A, C e E, compostos
fendlicos, sais minerais, aminoacidos e fibras, que permitem a reduc¢ao do colesterol,
a diminuigdo da pressao arterial, evitando danos celulares, entre outros (Bissacotti et
al., 2021).

Segundo a FAO (Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentacgédo), a producdo mundial de tomate, no ano de 2019 foi de 180,7 milhdes de
toneladas. A China ocupou o 1° lugar na produgdao mundial, com 62,8 milhdes de
toneladas. O Brasil € o décimo produtor mundial, com produgao de 3,9 milhdes de
toneladas. O principal estado produtor no Brasil € Goias, com 1,24 milhdo de
toneladas, no ano de 2023, enquanto o Amazonas produziu 26 toneladas no mesmo
ano.

No estado do Amazonas, fatores ambientais, genéticos e de manejo afetam o
cultivo do tomate e contribuem para sua baixa produtividade. O ambiente amazénico,
caracterizado por altas temperaturas e elevada umidade, influencia diretamente a
qualidade dos frutos, uma vez que a faixa ideal de temperatura para o tomateiro varia
entre 18°C e 27°C. Quando exposto a temperaturas superiores a 35°C, ha uma

reducao na frutificagdo e na sintese de licopeno, pigmento responsavel pela coloragéao
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vermelha dos frutos, resultando em tomates amarelados (Zayat et al., 2022). Além
disso, extremos térmicos (10°C e 35°C, podem causar abortamento de frutos e
anomalias fisiolégicas, como rachaduras e escaldaduras, estas ultimas provocadas
pelo excesso de radiacao luminosa (Lopes, 2021).

Para um bom desenvolvimento, o tomateiro requer niveis adequados de
radiagdo solar. A baixa luminosidade prolonga a fase vegetativa e retarda a produgéo,
enquanto a alta intensidade luminosa pode antecipar a frutificagdo. Outros fatores que
impactam a tomaticultura na Amazénia incluem o excesso de chuvas e a elevada
umidade do ar, condi¢des que favorecem a incidéncia de doengas (Filgueira, 2003).

Em solos amazébnicos, o cultivo do tomate €, ainda, dificultado pela acidez do
solo e pela baixa fertilidade natural predominante. O tomateiro € uma planta altamente
exigente em nutrientes minerais, por isso requer altas doses de calcario e fertilizantes
quimicos, aumentando significativamente os custos de produgao (Caniato et al., 2020;
Gongalves et al., 2018).

Além disso, o tomateiro foi muito manipulado geneticamente, principalmente
devido a desafios fitossanitarios, necessidade de maior produtividade, tolerancia a
estresses ambientais e melhoria da qualidade dos frutos, o que o tornou pouco
resistente ao cultivo em ambientes naturais e, consequentemente, dependente de
manejo (Carvalho et al., 2014). As pesquisas voltadas ao melhoramento genético de
tomateiros na Amazénia visam desenvolver cultivares adaptadas a realidade local,
levando em consideragdo a necessidade de contribuir para a seguranga alimentar e
para a diversificacdo da oferta de espécies alimentares as populacbées amazbnicas
(Martins et al., 2013).

A cultivar Yoshimatsu foi desenvolvida por pesquisadores do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazénia (Inpa) como uma variedade de tomateiro com resisténcia
a murcha-bacteriana e adaptada aos ambientes amazonicos de terra firme e varzea
(Souza e Gentil, 2019; Marques et al., 2019).
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Por fim, a produgdo de tomate no Amazonas € afetada pela incidéncia de
pragas e doencas. As doengas que afetam o tomateiro podem ser causadas por
bactérias, fungos, virus e nematoides. As principais doengas bacterianas sdo mancha-
bacteriana (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Doidge) Dye), murcha-
bacteriana (Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi) e podriddo mole do fruto
(Pectobacterium carotovorum carotovorum (Jones) Hauben et al). As viroses séo
mosaico-dourado (Bean golden mosaic virus - BGMV), amareldao do tomateiro
(Tomato chlorosis virus -ToCV)) e vira-cabega do tomateiro (Tomato spotted wilt virus
- TSWV; Tomato chlorotic spot virus -TCSV, Groundnut ringspot virus -GRSV,

Chrysanthemum stem necrosis virus -CSNV.).

Ocorrem também nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) (Lopes, 2021). As
principais doencas fungicas sao: tombamento das mudas (Pythium spp., Rhizoctonia
solani (J. G. Kiihn), Phytophthora spp.), murcha-de-fusario (Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Sacc.) Snyder & Hansen), pinta-preta grande (Alternaria spp.), mancha de
estenfilio (Stemphylium solani Weber e S. lycopersici (Enjoji) W. Yamam), requeima
(Phytophthora infestans (Mont.) de Bary), mancha alvo (Corynespora cassicola (E.
Kawan)), cercosporiose (Pseudocercospora sp.), antracnose (Colletotrichum spp.) e

podridao-de-esclerdcio (A. rolfsii).
2.2 Podridao-de-esclerécio

A podridao-de-esclerdcio é causada por A. rolfsii, fungo pertencente ao filo
Basidiomicota, classe Dothideomicetes, ordem Atheliales, familia Atheliaceae e
género Agrothealia Pers (Global Biodiversity Information Facility, 2023). O patégeno
predomina em zonas tropicais e subtropicais, com temperaturas entre 25 e 35 °C e
elevada umidade do solo, favorecendo a sua sobrevivéncia (Gentil et al., 2023). A fase
reprodutiva teleomorfica corresponde ao basidiomiceto Agroathelia rolfsii (Curzi) C.C.
Tu & Kimbr, raramente observado (Paiva et al., 2021).

O fungo possui uma grande gama de hospedeiras, aproximadamente 500
espécies de plantas (Paiva et al., 2021). Entre as Solanaceas hospedeiras do fungo
destacam-se tomate, pimentao, pimentas (Capsicum spp.), jilé (Solanum gilo Raddi),
berinjela (Solanum melongena L.). Outras hospedeiras de interesse sdao meléao

(Cucumis melo L.), pepino (Cucumis sativum L.), melancia (Citrullus lanatus Thunb),
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abdboras (Cucurbita spp.) soja (Glycine max L.) e feijao (Phaseolus vulgaris L.) (Tofoli
e Domingues, 2018).

A podridao-de-esclerécio pode causar perdas significativas em cultivo de
tomate e de outras espécies de Solanaceas como pimentao (Capsicum annuum L.) e
cubiu (Solanum sessiliflorum D.) e ndao ha método de controle eficiente (Lima et al.,
2021; Gentil et al., 2023).

Os sintomas da podridao-de-esclerdcio ocorrem, geralmente, em reboleiras,
em todos os estagios de crescimento da hospedeira e se iniciam com necrose na
regiao das raizes e do colo das plantas, que leva a murcha da parte aérea. Os tecidos
vegetais mortos servem como substrato para o desenvolvimento de micélio e
esclerdcios, sendo esses 0s responsaveis por sua sobrevivéncia, tornando a
longevidade do patégeno no solo acima de cinco anos (Moreira et al., 2022). O fungo
ataca o tecido vegetal diretamente, entretanto, o micélio produz acido oxalico e
enzimas pectinoliticas, que matam e desintegram o tecido vegetal, antes que o

patdégeno colonize a planta (Paiva et al., 2021).

Figura 1: Sinais e sintomas de podriddo-de-esclerdcio causada por Agroathelia rolfsii em tomateiro. Aspecto do
micélio branco caracteristico e esclerécios marrons na base do caule de tomateiro.

Fonte: Batista, 2023.

No Brasil, o fungicida Orkestra (fluxapiroxade + piraclostrobina), Basf S.A, é
registrado para o controle da podridao-de-esclerécio no cultivo do tomate. Este
fungicida esta classificado na categoria 4 em toxicidade (produto pouco toxico) e na
classe Il, em periculosidade ambiental (produto muito perigoso ao meio ambiente)
(Agrofit, 2025).

Uma alternativa ao controle quimico € o controle biolégico, método que utiliza

microrganismos antagonistas para controlar doencgas e pragas. As espécies do género
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Trichoderma spp. se destacam no controle de doencas de plantas por possuirem

caracteristicas desejaveis (Costa et al., 2022).

2.3 Controle bioldgico por Trichoderma spp.

Controle biolégico, segundo o conceito mais aceito, é a redugédo da densidade
de in6culo em seu estado dormente ou ativo, ou das atividades determinantes da
doencga, por meio de um ou mais organismos, realizadas naturalmente ou pela
manipulagdo do ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou pela introdugdo massal de

um ou mais antagonista (Cook e Baker, 1983).

Neste sentido, o controle biolégico € uma abordagem promissora para
aumentar o rendimento das culturas e minimizar perdas de produtividade, devido as
doencgas das plantas, com menos efeitos colaterais, boa eficacia contra patdogenos
resistentes a fungicidas e nao prejudicial ao meio ambiente (Pradhan et al., 2023). No
mundo, Trichoderma spp. sado os principais agentes de controle bioldgico utilizado no
controle de doencas de plantas, devido a sua boa adaptabilidade as condicbes
ambientais, pela grande variabilidade e especificidade de controle em diversos

patossistemas (Farias et al., 2019).

Organismos do género Trichoderma podem tolerar agrotoxicos aplicados no
solo, modificar a rizosfera para beneficio da planta, utilizar nutrientes disponiveis no
solo de forma eficiente, além de sobreviverem em condi¢cdes desfavoraveis e poderem
promover o crescimento de plantas (Olowe et al., 2022).

O género Trichoderma pertence ao reino fungi, filo Ascomycota, Subfilo
Pezizomycotina, Classe Sordariomycetes, Subclasse Hypocreomycetidae, Ordem
Hypocreales, Familia Hypocreacea (GBIF,2023), apresentando uma natureza
filamentosa de crescimento rapido (Grimes et al., 2023). As espécies do género
Trichoderma sao tipicos fungos filamentosos, ou seja, sao constituidas por elementos
multicelulares em forma de tubos denominados hifas, cujo conjunto forma o micélio.
As hifas sdo septadas, uma caracteristica comum as espécies do Filo Ascomycota,
ao qual esse género pertence (Sales et al., 2020).

A partir das hifas séo formados os conidiéforos e clamidésporos, estruturas

envolvidas na reprodugdo assexuada e resisténcia a condi¢gdes adversas,
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respectivamente. Os clamiddsporos tém a funcao de resisténcia, toleram condicbes
ambientais adversas, sdo estruturas de sobrevivéncia (Silva, 2015; Sales et al., 2020).
A coloragao deles pode variar de branco a verde escuro ou laranja, dependendo da
espécie e das condicbes ambientais em que o fungo esta presente. Ja os conidios
sao estruturas de reprodugéo assexuada produzidas em abundancia por fungos deste
género (Sales et al., 2020).

Embora sejam considerados mesdfilos, ou seja, prosperam em condi¢coes de
temperatura moderada, o que explica sua ampla distribuicdo em regides de clima
temperado e tropical, muitas espécies desse género demonstram uma notavel
capacidade de adaptacao a variagdes ambientais, permitindo que colonizem diversos
tipos de substratos e atuem em diferentes ecossistemas (Rush et al., 2021).

Em 1987 foi disponibilizado no mercado o primeiro produto a base
de Trichoderma no Brasil, a partir de Embrapa Clima Temperado, sendo formulado a
partir de cepa de T. viride veiculado em graos de sorgo colonizados para o controle
da podridéo de colo por Phytophtora cactorum (Lebert & Cohn) J. Schrét. Em 2006,
foi registrado o primeiro produto comercial e a adogdo deste biopesticida para o
controle de mofo branco passou a ser utilizado em maior escala em 2008. Tendo
crescimento constante até que em 2015 o uso de Trichoderma ja ultrapassava 5
milhdes de ha (Meyer et al., 2019; Bettiol et al., 2019).

Atualmente, no mercado brasileiro, € possivel encontrar formulagdes de
fungicidas a base de Trichoderma spp., como pés- molhaveis, granulos, suspensdes
concentradas, 6leos emulsionaveis e esporos secos, o que facilita sua aplicagdo em
diferentes culturas e condi¢des do solo (Fantinel, 2018). Nove espécies sao utilizadas
em fungicidas biolégicos comercializados no Brasil, T. hazianum Rifai, T. viride Pers.,
T. koningiopsis Samuels, Carm.Suarez & H.C.Evans, T. stromaticum Samuels &
Pardo-Schultheiss, T. reesei Simmons, T. afroharzianum P. Chaverri, F.B.Rocha,
Degenkolb & Druzhin, T. asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg, T. atroviride P.
Karst e T. endophyticum F. B. Rocha, Samuel & P. Chaverri (Agrofit, 2025). Varios
estudos de campo tém demonstrado a eficacia de Trichoderma asperellum contra

fitopatdégenos fungicos.

De acordo com Sehim et al. (2023), tomateiros tratados com Trichoderma
asperellum apresentaram a maior taxa de germinagédo de sementes, atingindo 100%,

enquanto o grupo controle registrou 81,25%. O comprimento médio dos brotos das
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plantas inoculadas com T. asperellum foi 14,5% superior ao das plantas do controle,
enquanto o comprimento médio das raizes apresentou um aumento de 17,6% em
relacdo ao tratamento controle. O numero de folhas em plantas inoculadas com
Trichoderma foi 45% maior do que naquelas tratadas exclusivamente com Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Fol). Ap6s 11 dias de armazenamento, os frutos de
tomate previamente inoculados com Fusarium oxysporum e tratados com extrato de

T. asperellum demonstraram um aumento na vida util em comparagdo com o controle

nao tratado (somente Fusarium).

Além disso, os frutos de tomate expostos aos metabdlitos de Trichoderma
apresentaram uma reducéo significativa no didametro da lesdo, em comparagdo com
aqueles tratados apenas com patdgenos. O extrato de Trichoderma também se
mostrou eficaz na protecdo dos frutos contra infecgdes pds-colheita causadas por

Fusarium, reforgando seu potencial como agente biocontrolador.

Os mecanismos de biocontrole induzidas por Trichoderma spp. incluem a
produgao de enzimas, que degradam a parede celular; de antibidticos; competicao por
nutriente e espacgo; e antibiose. E espécies desse género também atuam na indugao
de crescimento das plantas tratadas (Monte et al., 2019). A competigdo por espaco e
nutriente no ambiente ocorre porque esses fungos conseguem colonizar rapidamente
o solo e as raizes das plantas, tornam o contato hospedeira-parasita mais dificil. Além
disso, Trichoderma pode atuar como hiperparasita, crescendo sobre hifas de fungos
suscetiveis, formando estruturas semelhantes a apressorios e se enrolando
fortemente em toda extensao da hifa para, entao, penetra-la e digeri-la (Machado et
al., 2012).

Outro mecanismo de agao € a antibiose, caracterizado pela producao de
metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana que inibem o crescimento de
outros microrganismos nocivos as plantas. Dentre esses compostos, destacam-se os
peptaibdis, gliotoxinas, viridol, trichodermina, harzianinas e harzianonas. Esses
metabdlitos sdo capazes de inibir o crescimento de fungos fitopatogénicos, mesmo a
distancia, o que os torna atraentes no controle bioldgico de doengas de plantas (Silva
et al., 2022). Da mesma forma, estimulam a resposta imunoldégica das plantas

tratadas, induzindo a produgao de proteases que conseguem degradar as enzimas
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sintetizadas pelo patdégeno, as quais sao responsaveis por destruir a parede celular

das plantas, diminuindo a capacidade do patdégeno de infecta-las (Sehim et al, 2023).

2.4. Inducao de crescimento e de defesa das plantas

Espécies de Trichoderma spp. estimulam o sistema de defesa das plantas,
induzindo resisténcia sistémica as doencas, sendo capazes de ativar vias de
sinalizagcdo das plantas, induzindo a produgdo de horménios e enzimas, como
quitinases, glucanases e peroxidases. Essas enzimas estao envolvidas na percepgao
da presenca do patdgeno e efetivamente contribuem para a defesa contra o patégeno,
por meio da modulagdo de processos como a degradacdo da parede celular do
patdogeno, a produgdo de compostos antimicrobianos e a ativagdo de respostas

imunes nas plantas (Olowe et al., 2022; Kupper et al., 2023).

Por meio da produgao de horménios, a sintese de auxinas, particularmente o
acido indol-acético (AlA), também promove o crescimento de raizes e a proliferagao
de pelos radiculares, o que pode melhorar a absorgédo de nutrientes e agua do solo e,
consequentemente, o crescimento da planta (Oliveira et al., 2012). Outro fator
importante para a estimulacdo do crescimento das plantas € a contribuicdo na
solubilizacédo e absorgao de nutrientes como o fosfato (Ribas et al., 2016). O fésforo
(P) desempenha um papel fundamental para o crescimento e o desenvolvimento das
plantas, apesar de ser um dos elementos mais escassos nos solos (Batista et al.,

2018). A capacidade de solubilizagdo de fosfatos é correlacionada com a habilidade

de producado de acidos organicos e polissacarideos extracelulares, bem como pela
producao de enzimas fosfatases, que promovem a hidrélise do fosfato, transformando

o fosfato organico em sua forma soluvel, o fosfato inorganico (Ribas et al., 2016).

O fosforo € um macronutriente essencial para as plantas, desempenhando um
papel fundamental em diversas vias metabdlicas e bioquimicas, além de integrar
moléculas estruturais. No entanto, as plantas sé conseguem absorver essa nutriente
nas formas soluveis monobasica (H,PO,") e dibasica (HPO,>") (Lopez et al., 2021).
No solo, porém, a maior parte do fésforo encontra-se na forma insoluvel, limitando sua
biodisponibilidade e, consequentemente, restringindo o crescimento vegetal.
Microrganismos promotores do crescimento de plantas com capacidade de solubilizar
fosfatos produzem e liberam compostos, como acidos organicos, que convertem
fosfatos inorganicos insoluveis em formas soluveis, tornando-os acessiveis as plantas.

23



Em solos acidos, os fosfatos mais comuns sdo aqueles associados a Fe e Al (Chagas
Junior et al., 2010).

O ferro (Fe) € um micronutriente essencial tanto para plantas quanto para
microrganismos, sendo indispensavel para processos como fotossintese, respiragao
e fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN). No entanto, assim como o fosforo, o ferro
presente no solo possui baixa solubilidade, o que limita sua disponibilidade para os
organismos e intensifica a competigdo por esse nutriente. Em condigbes de escassez,
Trichoderma sintetiza sider6foros, compostos de baixo peso molecular que atuam
como agentes quelantes, capturando o ion férrico (Fe®**), convertendo-o na forma
soluvel (Fe?*), com alta afinidade e facilitando sua absorgéo de receptores especificos

na membrana celular (Lopez et al., 2021).

Além de aumentar a disponibilidade de ferro para as plantas, os sideroforos
também reduzem a quantidade de ferro acessivel a microrganismos patogénicos,
dificultando sua sobrevivéncia e crescimento (Sood et al., 2020). Dessa forma,
Trichoderma contribui tanto para a nutrigdo vegetal quanto para o controle biolégico,

promovendo um ambiente mais favoravel ao desenvolvimento das plantas.

Trichoderma spp. pode promover modificagées nas raizes das plantas, como o
aumento da area de superficie, do niumero de raizes e de pelos absorventes,
aumentando a defesas contra patégenos (Silva et al.,2019). O acido indol-3-acético
(AIA) é um fitormbnio que pertence a classe das auxinas. Ele atua como um regulador
de crescimento em plantas, promovendo o crescimento por meio da estimulagdo da
mitose, alongando células existentes ou mesmo aumentando o numero de células

vegetais (Franca et al, 2017).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de isolados do género Trichoderma, oriundos do Amazonas,

no controle de podridao-de-esclerdcio e na promogéao de crescimento de tomateiros.
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3.2 Objetivos especificos

1. Selecionar isolados de Trichoderma spp. promissores no controle de podrid&o-
de-esclerdcio em tomateiros em campo;

2. Selecionar isolados de Trichoderma spp. com capacidade de promover
crescimento e aumentar a producao de tomateiros em campo;

3. Quantificar as enzimas produzidas por isolados de Trichoderma spp. no

controle bioldgico e na promogéao de crescimento de tomateiros.

4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em trés etapas. A primeira foi conduzida na Estacao
Experimental Alejo von der Pahlen, do Inpa, em Manaus-Amazonas, para avaliagao
da capacidade de seis isolados de Trichoderma spp. de promover crescimento em
tomateiros e quatro isolados foram avaliados no biocontrole da podriddo-de-
esclerocio.

Na segunda etapa do estudo, foi avaliado o antagonismo in vitro de seis
isolados de Trichoderma spp. a A. rolfsii.

Por fim, a terceira etapa envolveu a caracterizagdo enzimatica dos isolados,
que foi realizada no Laboratério Multiusuario de Biologia Molecular da Empresa

Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-Embrapa.

4.1. Reativacdo dos isolados

Seis isolados de Trichoderma spp. (Tabela 1), selecionados em trabalhos
anteriores no Laboratério de Fitopatologia do Inpa, foram utilizados neste estudo,
sendo seis avaliados para promogéao de crescimento de tomateiros (1 ao 6) e quatro,
avaliados quanto a eficacia no controle bioldgico (1 ao 4). Além disso, foi utilizado um
isolado de A. rolffsii (isolado 7), proveniente da Colegdo de Microrganismos de
Interesse Agrossilvicultural do Inpa. Todos os isolados estavam armazenados em
silica-gel (Perkins, 1962). Os isolados foram transferidos para meio batata-dextrose-
agar (BDA), em placas de Petri e mantidos a 28 °C, até a esporulagao das colbnias.
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Apos esse processo, estes foram utilizados para os ensaios experimentais e para o

preparo dos indculos.

Tabela 1: Isolados de Trichoderma spp. avaliados para promog¢ao do crescimento de tomateiros e controle
biolégico de podridao-de-esclerddio e isolado de Agroathelia rolfsii, selecionados da cole¢do de Microrganismos
de Interesse Silvicultural do Inpa, provenientes de Manaus.

Numero |splado  Espécies Substrato de origem

1  Inpa 2957 Trichoderma rugulosum M.S.Park, S.Y.Oh & Y.W.Lim Solo de capoeira

Inpa2959 Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg  Solo de capoeira
Inpa 2951 Trichoderma asperelloides Samuels Solo de capoeira
Inpa 2475 Trichoderma agriamazonicum Sousa & Silva Cardeiro (Scleronema micranthum Ducke)

Inpa 2473 Trichoderma endophyticum Rocha, Samuels & Chaverri Cardeiro (S. micranthum)
Inpa 2961 Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg  solo

Inpa 3032 Agrothelia rolfsii (Sacc.) Ruivo e ST Mullineux Tomateiro (Solanum lycopersicum)

NoOubs N

4.2 Avaliacdo dos isolados de Trichoderma spp. no controle da
podriddo-de-esclerdcio

O experimento foi conduzido na Estagéo Experimental Alejo von der Pahlen, do
Inpa, em Manaus-Amazonas, no periodo de maio a agosto de 2023. O delineamento
experimental foi em blocos casualizados, com quatro repeticoes e sete tratamentos:
quatro isolados de Trichoderma spp. (T1 - Inpa 2951; T2 - Inpa 2957; T3 - Inpa 2959;
T4 - Inpa 2475), e trés testemunhas: T5 - Tricho-turbo® (Vittia, Sdo Joaquim da Barra,
SP), nematicida e fungicida microbiolégico com esporos vivos de Trichoderma
asperellum BV-10, recomendado para o controle de doencas causadas por
Pratylenchus brachyurus, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium
oxysporum e Macrophomina faseolina; T6 - Orkestra® SC (Basf, Sdo Bernardo do
Campo, SP) a base de Fluxapiroxade epiraclostrobina e T7 sem tratamento de
controle. Cada parcela foi constituida por uma area de 15 m? com trés fileiras com
cinco tomateiros, totalizando quinze plantas por parcela. O espagamento foi 0,5 m
entre plantas e 1,0 m entre linhas.

Para a producado do indculo infestagdo do solo, por¢cdes de 30 g de arroz
hidratado, por imersao de agua destilada, foram autoclavadas duas vezes, em dias
consecutivos, por 30 minutos, em sacos de polipropileno. Apés o resfriamento do
arroz, foram adicionados, em cada porgéo, dois discos (0,5 cm de diametro) retirados

de colbnias de A. rolfsii, com dez dias de idade, desenvolvidas em meio batata-
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dextrose-agar (BDA). O arroz infestado foi incubado, por 20 dias, a 26° C, com
revolvimento periddico, para homogeneizar o crescimento do fungo e promover a troca
gasosa. Para infestagcédo do solo, o arroz dos varios sacos foi uniformizado, distribuido
(35 g.m™' linear) e incorporado ao solo da area experimental, de acordo com
metodologia descrita por Nogueira et al. (2019). A infestagdo do solo ocorreu dez dias
antes do transplante das mudas para o local definitivo.

Para a producgao do in6culo de Trichoderma spp., cada isolado foi cultivado em
meio BDA, em placas de Petri, durante dez dias. Apds esse periodo, foram preparadas
suspensdes de conidios de Trichoderma spp. com agua destilada esterilizada
ajustada para 2,6 x 107 conidios mL' com o auxilio de cdmera de Neubauer em
microscopio Optico, conforme a metodologia descrita por Wetzel e Soave (1987). A

preparagao das suspensoes foi repetida a cada aplicacao.

Foram produzidas mudas da variedade de tomate Yoshimatsu, que apresenta
resisténcia a murcha bacteriana, uma doenca que também afeta severamente a
cultura e que ja foi registrada anteriormente na area experimental, em casa de
vegetacdo. As mudas foram preparadas em bandejas de poliestireno contendo
substrato Hortalicas Plus (Vida Verde®, Provaso, Mogi Mirim, SP) e distribuidas duas
sementes por célula. A irrigacao foi realizada diariamente por aspersao automatica.
Aos 25 dias da semeadura, as mudas receberam 10 mL planta! de suspenséo de
conidios dos isolados Trichoderma spp. (2,6 x 107 conidios™ mL), a inoculagéo foi
realizada no solo, proxima ao colo da planta, contemplando a regido radicular, exceto
nas mudas dos tratamentos testemunha. Aos 30 dias da semeadura, as mudas foram
transplantadas para o local definitivo.

A area foi previamente preparada com adubacao quimica baseada em dados
de analise de solo realizada no Laboratério Tematico de Solo e Planta do Inpa. A
amostra de solo foi coletada antes da instalacdo do experimento, na profundidade de
0-20 cm. As caracteristicas quimicas e fisicas originais do solo, na area experimental,
estdo apresentadas na Tabela 2. No campo, as plantas foram irrigadas por
gotejamento, diariamente, e receberam fertirrigacdo uma vez por semana, de acordo
com a recomendacdo baseada na analise de solo. A conducdo das plantas foi
realizada conforme as exigéncias da cultura.

Foram realizadas quatro aplicacdes de 10 mL planta-! das suspensbes de

conidios dos isolados de Trichoderma spp. nas concentragdes de 2,6 x 107 conidios™
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mL, em intervalos de dez dias, sendo a primeira aplicacao seis dias apds o transplante.
Para o tratamento 5 (biofungicida a base de Trichoderma), foram realizadas quatro
aplicagbes de 10 mL planta™! da calda preparada conforme orientagdes do fabricante.
No tratamento testemunha 6 (fungicida Orkestra) foram realizadas quatro aplicagdes
de 300 mL por parcela, pulverizadas no solo e preparados conforme orientacdo do
fabricante, no mesmo momento da aplicacdo das suspensdes de conidios de
Trichoderma. No tratamento testemunha 7, foram utilizadas plantas sem controle
quimico ou biolégico. A avaliagédo da incidéncia da podridao-de-esclerdcio foi realizada
duas vezes por semana, a partir do transplante, pela contagem de plantas que
apresentaram sintomas caracteristicos da doenca, por meio de analise visual. Os
dados de incidéncia da doenga foram integrados em curvas de progresso da doenca
(Campbell e Madden, 1990). A producdo de frutos por parcela foi registrada e
apresentada em gramas. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias significativas avaliadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

utilizando o software R.
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Tabela 2: Caracteriza¢do quimica e granulométrica do solo da area experimental na profundidade de 0-20 cm, antes da instalagdo do experimento em Manaus-AM, 2023.

pH pH C MOS N P K K Ca Mg Al H+AI Areia Argila Silte
agua  KCI - gkKg' e mgKg' . e CmolcKg' e g Kg™!
6,66 6,17 1088 17,75 1,03 338,97 4920 0,13 3,13 1,24 0,06 1,82 812 76 113

pH- pH em agua; C- carbono organico; MOS- matéria organica do solo; N- nitrogénio total; Ca- calcio trocavel (Ca2+); Mg- magnésio trocavel (Mg 2+); Al-
aluminio trocavel (Al 3+); H+Al- acidez potencial a pH 7; K- potassio trocavel (K+); P- fésforo disponivel.



4.3 Avaliacdo dos isolados de Trichoderma spp. na promogao de
crescimento em tomateiros

O experimento foi conduzido na Estagdo Experimental Alejo von der
Pahlen, do Inpa, em Manaus-Amazonas, no periodo de margo a junho de 2024.
O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com oito tratamentos,
seis isolados de Trichoderma spp. (T1- Inpa 2959; T2- Inpa 2951; T3- Inpa 2961,
T4- Inpa 2475; T5- Inpa 2957; T6- Inpa 2473), Trichoderma asperellum BV10
(T7- Tricho-turbo) e uma testemunha sem tratamento (T8- auséncia de isolados

fungicos ou fungicida), com quatro repeti¢cdes para cada tratamento.

4.3.1 Tratamento das sementes

Sementes de tomate Yoshimatsu obtidas do banco de sementes do Inpa,
foram previamente desinfestadas com alcool 70% (1 min), solu¢ao de hipoclorito
de s6dio 1% (1 min) seguidas de trés lavagens com agua destilada estéril (1 min
cada). Apds a assepsia, as sementes foram submersas em 10 mL de
suspensdes de conidios de Trichoderma spp. (em concentragdo de 2,6 x 107
conidios™ mL) por 24 horas. Nos tratamentos testemunha, as sementes foram
submersas em agua destilada estéril. Para comparar a eficiéncia dos isolados,
foi utilizado a linhagem comercial Tricho-turbo na concentragdo indicada pelo
fabricante (2,6 x 107 conidios® mL). As suspensdes de conidios foram
preparadas com adicdo agua destilada esterilizadas, a partir de culturas dos
fungos com dez dias, e ajustadas com o auxilio de camera de Neubauer em
microscépio optico, para 2,6 x 107 conidios 'mL, conforme a metodologia descrita
por Wetzel e Soave (1987).

4.3.2 Semeadura e Transplante

As sementes de tomate tratadas foram semeadas em substrato Hortalicas
Plus (Vida Verde®, Provaso, Mogi Mirim, SP) em bandeja de semeadura de
poliestireno, com duas sementes por célula. A irrigacao foi realizada diariamente
por aspersao automatica. Aos 25 dias da semeadura, as mudas receberam 10
mL planta' de suspenséo de conidios dos isolados de Trichoderma spp. no solo,

em concentragdo de 2,6 x 107 conidios™ mL, exceto nas mudas dos tratamentos



testemunhas. Aos 35 dias da semeadura, as mudas foram transplantadas para
o local definitivo.

A area experimental recebeu calagem e adubagdo conforme
recomendagdes, seguida de incorporacao de fertilizantes quimicos e orgéanico.
No campo, as plantas foram irrigadas por gotejamento diariamente e receberam
fertirrigagcdo com Dripsol 24-10-10 (250g), 30-15-20 (500g) e Nitrato de calcio
(2509g) diluidos em 10 L de agua, uma vez por semana, de acordo com a
recomendacao baseada na analise de solo.

A condugéo das plantas foi realizada conforme as exigéncias da cultura,
O tutoramento foi realizado com varetas de madeira para proporcionar suporte
as plantas, evitando o acamamento e auxiliou na exposi¢ao uniforme a luz e na
circulacdo de ar. A capina foi realizada periodicamente para controle de plantas
espontaneas, minimizando a competicdo por agua, luz e nutrientes, além de
diminuir o risco de pragas e doengas associadas a essas plantas. O desbaste foi
empregado nos estagios iniciais para selecionar as mudas mais vigorosas e
eliminar plantas mal desenvolvidas, garantindo um estande uniforme. A
amontoa, deposicdo de solo no colo da planta foi feita para melhorar a fixagao
radicular, evitar o tombamento e criar barreiras naturais contra pragas do solo.
Também foi realizada a desbrota com a remocdo de brotacbes laterais
indesejadas, promovendo um crescimento equilibrado e melhor direcionamento
da energia da planta para os frutos. Além disso, foi realizada a supresséo das
folhas baixeiras, mais velhas e proximas ao solo, reduzindo a umidade e a
propagacao de patdégenos que poderiam comprometer a sanidade da cultura.

Seis dias ap6s o transplante, foi realizada uma aplicagao de 10 mL planta
' das suspensdes de conidios na concentragdo de 2,6 x 107 conidios™ mL. Para

o tratamento 7 (Tricho-turbo), foram aplicados 10 mL planta® da calda
previamente preparada conforme orientacdes do fabricante. No tratamento
testemunha 8, as plantas nao receberam tratamento para o controle da doenca.
Semanalmente foram avaliadas as variaveis biométricas das plantas
tratadas desde o transplante até os 90 dias de condugdo do experimento. A
altura das mudas (cm) foi medida com uma régua graduada, medindo do nivel
do substrato a emissao do foliolo da folha mais alta. O didmetro do caule (mm)
foi medido ao nivel do solo com um paquimetro digital. Além disso, foi contado o

numero de frutos e a massa dos frutos. Ao término do periodo do experimento
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foi realizada a analise destrutiva das mudas, em que foi determinado o
comprimento das raizes (cm), massa fresca da parte area e das raizes (g), que
consistiu na separagao da parte aérea do sistema radicular, feita a lavagem em
agua corrente das raizes, e massa seca da parte area e das raizes (g), apos
obter peso constante na estufa de circulagcéo forcada de ar a 60 °C. Além disso,
foi feita a analise de volume da raiz (m?), onde foram submersas em uma proveta
graduado com um volume conhecido de agua. A producao foi estimada pela
contagem total dos frutos produzidos e massa (g) dos frutos. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando significativas, as
médias foram comparadas utilizando o teste de Scott-Knott a 5% de significancia,

utilizando o software R.

4.3.3 Isolamento de Trichoderma spp. do solo

Para o isolamento de Trichoderma spp. a partir do solo infestado, foi
utilizada a técnica de diluicao seriada, seguindo a metodologia descrita por Colla
et al. (2008). Para isso, foram coletadas amostras compostas do solo rizosférico
de cada planta da area experimental, provenientes da camada de 0-20 cm de
profundidade, foram homogeneizadas e levadas ao laboratério para o
processamento. Cada amostra composta foi formada pela mistura de
subamostras coletadas em diferentes pontos da rizosfera, garantindo
representatividade da area experimental. Em seguida, 25g da amostra composta
foram transferidos para 225 mL de agua peptonada 0,1% (diluigdo 10-"). A
segunda diluigdo (10-?) foi realizada transferindo-se 1 mL da diluigdo 10" para
um tubo de ensaio com 9 mL de agua peptonada (0,1%), repetindo o processo
até a diluigdo10. Das diluigdes 103 e 10 aliquotas de 0,1 mL foram transferidas
para a superficie de meio BDA em placas de Petri e espalhado o conteudo com
alca de Drigalsky. As placas foram incubadas a 30 °C por 5 dias. Apds esse

periodo, foram obtidas culturas monospéricas de cada coldnia.
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4.4 Acdo antagbnica de Trichoderma spp. contra Agroathelia
rolfisii

4.4.1 Cultura pareada

O potencial antagonista de isolados de Trichoderma spp. frente a A. rolfsii
foi avaliado utilizando cultura pareada, de acordo com Dennis e Webster (1971).
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com seis tratamentos, em triplicata: Isolados de Trichoderma spp. (T1- Inpa
2959; T2- Inpa 2951; T3- Inpa 2961; T4- Inpa 2475; T5- Inpa 2957; T6- Inpa
2473) e T7 (controle). Um disco de micélio de 5 mm de didmetro dos isolados de
Trichoderma spp. e um disco de colénia de A. rolfsii foram depositados em meio
de cultura BDA, em placas de Petri (90 mm de didmetro) em diregbes opostas a
50 mm da borda. Os tratamentos foram distribuidos ao acaso e incubados a 28
°C em estufa, sem iluminacéo por trés dias. O tratamento testemunha consistiu
no cultivo de dois discos de A. rolfsii sob a mesma distribuigdo na placa de Petri.
Apos 5 dias de incubacdo, foram mensurados, em duas diregcbes
perpendicularmente opostas, o didmetro da colénia de A. rolfsii, com o auxilio de

régua milimetrada e calculada a média do diametro.

4.4.2 Producdo de compostos volateis por Trichoderma spp.

Para o teste de producdo de metabdlitos volateis pelos isolados de
Trichoderma, foi utilizada a técnica de placa sanduiche, conforme descrito por
Isaias et al. (2014). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com seis tratamentos, em triplicata: Isolados de Trichoderma spp.
(T1- Inpa 2959; T2- Inpa 2951; T3- Inpa 2961; T4- Inpa 2475; T5- Inpa 2957; T6-
Inpa 2473) e T7 (testemunha). Duas bases de placas de Petri de 90 mm
contendo meio BDA receberam, um disco de colénia de A. rolfsii (4 mm), no
centro da placa superior e um disco de coldnia de Trichoderma spp., no centro
da placa inferior. Um disco de papel celofane de 100 mm de diametro foi
colocado como barreira entre as placas que foram seladas e unidas com filme
de PVC. Nos tratamentos testemunha, foram sobrepostas a base superior
contendo um disco de colénia de A. rolfsii e a base inferior somente com meio

BDA. Os conjuntos foram incubados em estufa a 25 °C por cinco dias. Apds esse
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periodo foram feitas duas medidas dos didmetros das col6nias, em diregdes
diametralmente opostas, com o auxilio de uma régua milimétrica e calculado o

diametro médio das coldnias.

4.4. Obtencao de extrato bruto de Trichoderma spp. e
ensaios antifungicos frente a Agroathelia rolfsii

O efeito de metabdlitos ndo volateis de Trichoderma spp. sobre A. rolfsii
foi testado pelo método de filtrado estéril segundo a metodologia descrita por
Guimaraes et al. (2016). O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado com seis tratamentos, em triplicata: Isolados de
Trichoderma spp. (T1- Inpa 2959; T2- Inpa 2951; T3- Inpa 2961; T4- Inpa 2475;
T5- Inpa 2957; T6- Inpa 2473) e T7 (controle). Para obtengéo dos extratos, cada
isolados de Trichoderma spp. foi cultivado em 100 mL de meio batata-dextrose
(BD) em frascos de Erlenmeyer (250 mL). Em cada frasco foram depositados
cinco discos de micélio (5mm de didmetro), retirados de culturas puras com sete
dias de cultivo. As culturas foram incubadas por sete dias, com agitagdo de 150
rom, a 25 °C, em auséncia de luz. Apos esse periodo, a parte liquida foi coletada,
utilizando um sistema de filtracdo a vacuo Membrana Pes 0.22 um Kasvi (Kasvi,
JProLab, Sao José dos Pinhas-PR) com papel de filtro Whatman n° 1
((Whatman, Cytiva, EUA). O filtrado obtido foi incorporado ao meio BDA
autoclavado na proporgéo de 25% (v/v). Foram preparadas trés placas com o
fitrado de cada antagonista. No centro da placa de Petri, contendo o meio
suplementado com o filtrado fungico, apds solidificacdo, foram transferidos
discos da cultura de A. rolfsii. As culturas foram incubadas a 25°C. A testemunha
consistiu de placas contendo meio BDA, sem o filtrado de Trichoderma spp. O
didmetro das colbnias do fitopatdgeno foi medido apds trés dias de incubagao,

utilizando uma régua milimétrica.

4.4.4 Termoestabilidade do extrato bruto contendo filtrados
de culturas de Trichoderma spp.

Seguindo a metodologia descrita por Isaias et al. (2014), os extratos foram

obtidos a partir do cultivo de isolados de Trichoderma spp. em meio liquido
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batata-dextrose (BD). Para isso, cada isolado foi cultivado em 100 mL de BD em
frascos de Erlenmeyer com capacidade de 250 mL. Em cada frasco, foram
adicionados cinco discos de micélio de 5 mm de diadmetro, retirados de culturas
puras com sete dias de crescimento. As culturas foram incubadas por sete dias
sob agitacao constante de 150 rpm, a 25 °C, e na auséncia de luz, permitindo a

liberacao de metabdlitos no meio de cultivo.

Apés esse periodo, foi preparado meio BDA suplementado com 25% do
extrato bruto do filtrado de Trichoderma spp. para cada tratamento. O meio foi
autoclavado a 121 °C por 20 minutos e posteriormente vertido em placas de Petri
com 90 mm de diametro. Apés a solidificacdo do meio, foi depositado no centro
de cada placa um disco de micélio de 5 mm de diametro, retirado de uma colbnia
de A. rolfsii com sete dias de crescimento. As culturas foram incubadas a 25 °C,

no escuro, por trés dias.

A testemunha consistiu em placas contendo apenas meio BDA, onde o
patdgeno foi cultivado sem a presenca do filtrado de Trichoderma spp. Apés o
periodo de incubagao, o diametro das colénias do patégeno foi mensurado com
o auxilio de uma régua milimetrada, permitindo a avaliagdo do efeito dos

metabdlitos de Trichoderma spp. sobre o crescimento de A. rolfsii.
4.4.5 Analises estatisticas

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com sete
tratamentos (seis isolados de Trichoderma spp. + tratamento testemunha) e trés
repeticbes por tratamento. As medigcdes do crescimento das colbnias do
fitopatdégeno foram utilizadas para determinar a porcentagem de crescimento
micelial (PIC) por meio da férmula de Menten et al., (1976):

Cc—Ct

Cc
onde Cc é cresc.do controle e Ct é cresc. do tratamento.

PIC (%) = x100,

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias
significativas foram avaliadas pelo Teste Skott-Knott a 5% de probabilidade

utilizando o software R.
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4.5 Avaliacdo da producdo de enzimas hidroliticas por Trichoderma
spp. relacionados a inducao de resisténcia vegetal

Para realizar a dosagem das proteinas totais e atividade enzimatica das
proteinas, trés foliolos de tomateiros por tratamento, de cada repetigéo, foram
coletados, ao acaso, em sacos de papel, armazenados imediatamente em caixa
térmica contendo gelo seco, nos tempos 0, 48, 72 e 96 horas apos a ultima
aplicagao das suspensodes de conidios no experimento de campo. As amostras
coletadas foram armazenadas em freezer a -80 °C até a utilizagcdo para
preparacado dos extratos. O extrato proteico foi obtido a partir da maceracéo de
200 mg do tecido foliar em nitrogénio liquido. A massa foliar macerada foi
transferida para microtubos de 2 mL acrescido de 1,5 mL de tampao fosfato de
potassio 50 mM pH 7,0, contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 1 mM
e Polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1%, seguido de centrifugagédo por 30 minutos a
4 °C e 18.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e

armazenado em freezer.

4.5.1 Proteinas totais

Para quantificar as proteinas totais, 1 L dessa amostra foi misturado aos
reagentes fluorométrico do kit comercial de ensaio proteina Qubit (Assay,
Invitrogen, Oregon, USA), preparado de acordo com a instrugdo do fabricante,
incubado por 5 minutos e lidos em Fluorémetro Qubit® (modelo 3.0, Invitrogen,
New York, USA), de acordo com a metodologia citada por Casas et al. (2021).
Os experimentos foram conduzidos em delineamentos inteiramente
casualizados, com sete tratamentos e trés repeticdes cada tratamento, em

duplicata

4.5.2 Atividade de quitinases

A atividade de quitinases foi avaliada por meio da liberacido de

fragmentos soluveis de quitina carboximetilada, marcados com remazol brilhante
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violeta (CM-Chitin-RBV) e 1mL do extrato proteico, misturados com 1 mL do
tampao acetato de sodio 0,2 M (pH 7,0) e 5 mg de CM-chitin-azure.
Posteriormente, as amostras foram incubadas a 38 °C por 3 horas. Apds esse
periodo, os tubos foram centrifugados e a absorbancia do sobrenadante foi
determinada em espectrofotdmetro a 560 nm. Os resultados foram expressos
em unidades de absorbancia.min"'.mg de proteina-!, seguindo a metodologia

descrita por Ramirez et al. (2004).

4.5.3 Atividade de glucanases

A atividade de glucanase foi determinada de acordo com a metodologia
de Lever (1972) adaptada por Junior et al (2015). A reacéao foi iniciada pela
adicdo de 20 pL do extrato enzimatico a uma mistura de 230 pyL da solugdo
tampao acetato de sédio 100 mM (pH 5,0) e 250 pyL de Laminarina (4mg mL™1)
como substrato. A mistura foi incubada por 30 minutos a 45°C. Apds o periodo
de incubacéo, a quantidade de agucares redutores foi determinada pela adigao
de 500 pL de acido dinitrossalicilico a mistura reacional, posteriormente incubada
durante 15 minutos a 100°C. A reacao foi interrompida por arrefecimento das
amostras em banho de gelo. Nas amostras controle, a mistura reacional foi o
mesmo, exceto que o extrato nao foi adicionado. A absorbancia do produto
liberado por glicose foi mensurada em espectrofotbmetro a 540 nm. Os

resultados foram expressos em unidades de absorbancia.min-'.mg de proteina™’!

4.5.4 Atividade de peroxidase

A atividade de peroxidases foi determinada a 30 °C, utilizando o método
espectrofotométrico direto pela medida da conversdo do guaiacol em
tetraguaiacol no comprimento de onda 470 nm descrita por Lusso e Pascholati,
(1999), baseado na oxidagao do guaiacol descrita originalmente por Chance e
Maehly (1955). Foram utilizados 100 yL de extrato proteico, e 2,9 mL de solugéo |
(250 uL de guaiacol e 306 pL de perédxido de hidrogénio em 100 mL de tampéo
fosfato 0,01 M (pH 6,0)). A cubeta de referéncia conteve 3 mL da solugéo |, sem
adicdo do extrato proteico. A atividade de peroxidases foi expressa como

atividade especifica (unidades de absorbancia.min-'.mg de proteina™).
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4.6 Andlise de tracos fisiologicos ligados a mecanismos de
promoc¢ao do crescimento vegetal

4.6.1 Avaliacdo quantitativa de sideroforos

A quantificagdo dos sideroforos foi realizada utilizando a metodologia
descrita por Ghazy e EI-Nahrawy (2021). Para producéo do caldo fermentado de
seis isolados de Trichoderma spp, dois discos de micélio dos isolados foram
transferidos para 50 mL de meio BD (batata-dextrose) e incubados, sob agitagéo
de 150 rpm a 30 °C, no escuro, por sete dias. Apds esse periodo, meio de cultura
e o0 micélio de cada isolado foram transferidos para tubos Falcon e centrifugados,
sob refrigeragao, por 15 minutos a 10.000 rpom. Em seguida, em microtubo de 2
mL, foi adicionado 1 mL do sobrenadante e 1 mL de Chrome Azurol S (CAS) e
incubado por duas horas em temperatura ambiente de 30 °C, no escuro. A leitura
foi realizada, apds esse periodo, em espectrofotdbmetro a 630 nm. A solugao
branca consistiu de meio BD e 1 mL de CAS. A porcentagem de sideréforos foi
estimada pela férmula: [(B-A) /B]X100, onde: A- absorbancia da amostra e B-
absorbancia da amostra controle (branco). O tratamento testemunha consistiu
em meio BD na auséncia dos isolados de Trichoderma spp. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado com sete tratamentos
(seis isolados de Trichoderma spp. + tratamento testemunha) com trés

repeticoes.

4.6.2 Quantificacao de acido indolacético (AlA)

A capacidade de producao de AlA foi estimada utilizando a metodologia
descrita por Sarwar e Kremer (1995) modificada. Culturas puras dos isolados
foram cultivadas por cinco dias em meio BDA. Apds o crescimento, dois discos
de micélio das colénias foram transferidos para Erlenmeyers de 250 mL
contendo 50 mL de meio BD, suplementado com triptofano (150 mgL-"), e
incubados sob agitagao a 150 rpm, no escuro, por sete dias. Apds esse periodo,
0 sobrenadante foi separado, por centrifugagdo a 10.000 rpm por 15 minutos,
em tubo Falcon. Uma aliquota de 1,0 mL do sobrenadante foi transferida para

microtubos de 2 mL e, em cada microtubo foi adicionado 1 mL da solugao de
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Salkoswski (1,2 g de FeCl2.6H20 + 42,1 mL de H2SO4 + 57,89 mL de agua
destilada). Ap6s a incubagao, no escuro, a temperatura ambiente de 30 °C, por
60 minutos, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. A unidade de
quantificagéo foi ug. mL™". O branco foi constituido de meio BD com triptofano,
na auséncia dos isolados de Trichoderma spp. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com sete tratamentos (seis isolados de
Trichoderma spp. + tratamento testemunha) e trés repeticdes. A relagao entre as

variaveis analisadas foi ajustada a uma equacgéo linear.

5. Resultados e discussao

5.1 Avaliacao de isolados de Trichoderma spp. no controle da
podridao-de-esclerdcio

Nas plantas ndo tratadas verificaram-se as maiores incidéncias da

doenca, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3: Incidéncia de podriddao-de-esclerdcio e producdo de tomate em plantas cv. Yoshimatsu tratadas
com isolados de Trichoderma spp., em Manaus-AM.

Rendimento do tomate

Tratamento Incidéncia (%) (g.m?) (frutos.m?) (g.frutos’)
1 Inpa2951* 22 b 19538 b 448 b 43.61 a
2 Inpa2957° 12 a 35928 a 7.63 a 47.73 a
3 Inpa2959° 28 b 29993 a 6.78 a 43.25 a
4 Inpa 2475 23 b 15655 b 3.80 b 41.34 a
5 Trichoturbo ! 33 b 25492 a 6.11 a 41.40 a
6 Orkestra? 0 a 29445 a 6.80 a 43.24 a
Sem 43 ¢ b b 4734 a
tratamento 207.02 4.40
cv 0.64 0.39 0.35 0.11

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). Valores
expressos como média * desvio padrdo. Efeito significativo (p < 0,01). ' Tricho-Turbo: fungicida microbioldgico constituido de
conidios vivos de Trichoderma asperellum BV-10 (Vittia). 2 Orkestra (Piraclostrobina; Fluxapiroxade) -SC Basf: Fungicida quimico.
3Sem tratamento: sem controle da doenca. “4Inpa2951 (Trichoderma asperelloides); °Inpa2957 (Trichoderma rugulosum);
6Inpa2959 (Trichoderma asperellum); 'Inpa2475 (Trichoderma agriamazonicum).
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As plantas tratadas com o isolado Inpa 2957 registraram a menor média
de incidéncia, sendo estatisticamente equivalente as plantas tratadas com
fungicida Orkestra (Figura 2). Este resultado refor¢a o potencial do isolado para
reduzir significativamente a incidéncia da doenga em tomateiros, sendo uma

possivel alternativa promissora no manejo da doenca.

O tratamento com Tricho-turbo, embora tenha apresentado desempenho
inferior aos isolados testados, também contribuiu para a reducao da incidéncia
da doenca em relagdo ao fungicida. Esse resultado sugere que produtos
comerciais podem ser benéficos, mas ressalta a importancia do uso de isolados
especificos, como o Inpa 2957, que s&o selecionados na regido amazonica e
que podem ser melhor adaptados as condi¢des locais, como temperatura, clima
e outros fatores ambientais e que possivelmente tenham contribuido para os

resultados coletados.

Figura 2: Distribuicdo da incidéncia de podriddo-de-esclerdcio (Agroathelia rolfsii) em tomateiros sob
diferentes tratamentos com isolados de Trichoderma spp.
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T1-Inpa 2951; T2 - Inpa 2957; T3 - Inpa 2959; T4 - Inpa 2475); biofungicida a base de Trichoderma
(TS5 - Tricho-turbo), fungicida (T6 - Orkestra®); e uma testemunha sem tratamento (T7- auséncia de isolados
fungicos ou fungicida)

Reyes et al. (2002), demonstraram a habilidade de Trichoderma em
parasitar diretamente A. rolfsii e reduzir sua viabilidade. O tratamento com
Trichoderma harzianum (isolado A24) reduziu a incidéncia de A. rolfsii
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comparado ao controle néo tratado, diminuindo significativamente a incidéncia

da doencga em plantas de tomateiros.

Resultados semelhantes foram observados por Sousa e Blum (2013),
onde os tratamentos a base de T. harzianum foram mais eficientes no controle
da podridao do alho (Allium sativum L.) causada por A. rolfsii, sendo indicado um
aumento do parasitismo nos esclerédios. As plantas testemunhas, sem
tratamento, em solo infestado com A. rolfsii apresentaram 90% e 60% de plantas
com podridao de esclerécio, enquanto as plantas tratadas com T. harzianum com

condicionador de solo apresentaram 40% e 20% de doenca.

O uso de Trichoderma spp. como controlador bioldgico de fitopatdogenos
habitantes do solo é facilitado pelo fato de esse fungo também ser um habitante
natural desse ambiente, onde compete por espaco e nutrientes, promovendo a
supressao de microrganismos patogénicos. Silva et al. (2017) realizaram testes
em feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) para avaliar o potencial antagonico
de diferentes isolados de Trichoderma contra podridao de A. rolfsii, com posterior
analise biométrica das plantas. Os autores observaram que as linhagens de
Trichoderma spp. ndo apenas conferiram saude as plantas, mas também
atuaram como promotores de crescimento, favorecendo o desenvolvimento das
plantas de feijao-caupi.

Foi relatado que alguns isolados de Trichoderma podem ativar a
resisténcia sistémica induzida (ISR), um mecanismo desencadeado apds a
colonizagao das raizes por rizobactérias ou fungos ndo patogénicos e regulado
por uma cascata de transducgdo de sinal especifica. As plantas cujas raizes sédo
colonizadas por isolados selecionados de Trichoderma sao sensibilizadas e
respondem mais rapido e/ou mais intensamente ao ataque do patégeno (Tucci
et. al., 2011)

Meena et al. (2024) analisaram a eficacia de um consorcio microbiano
para controlar a incidéncia de podridao-do-caule, causada por A. rolfsii, em
campo e o rendimento de vagens em plantas de amendoim (Arachis hypogaea
L). Neste estudo, os autores constataram que a doenga foi efetivamente
suprimida pelo tratamento de sementes e do solo, sendo o controle mais

promissor obtido com uma mistura de Trichoderma harzianum e Pseudomonas
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fluoresences. Este tratamento também proporcionou maior rendimentos de

vagens nas plantas.

Auler et. al. (2013) avaliaram o potencial de isolados de T. harzianum no
biocontrole de podridao-de-esclerécio em feijoeiro e em plantas de soja. De
acordo com os resultados obtidos, seis isolados de Trichoderma (CEN155,
CEN158, CEN169, CEN170, CEN194 e CEN197) foram ativos nos experimentos
in vivo com as culturas, proporcionando percentual médio de plantas sadias
acima de 88%, aos 15 dias ap6s as inoculagbes de patdgeno e antagonistas no

solo.

Elias et al. (2016) realizaram estudos para avaliar o controle da podridao-
da-alface, causada por Sclerotinia minor e Sclerotinia sclerotiorum, em alface
(Lactuca sativa L.) utilizando isolados de Trichoderma. Em condigbes de casa de
vegetacgdo, os isolados testados, identificados como T. asperellum (IBLF 897,
IBLF 904 e IBLF 914) e T. asperelloides (IBLF 908), reduziram significativamente
o tombamento das mudas de alface causado por ambos os patdégenos, com
maior eficacia para S. minor. As plantas infectadas e nao tratadas apresentaram
menor sobrevivéncia e massa seca, em comparacao as plantas testemunhas,
nao inoculadas, evidenciando o impacto negativo de S. minor e S. sclerotiorum

na germinagao e no desenvolvimento inicial das plantulas de alface.

Kamel et al. (2020), ao avaliarem a bioeficacia de isolados de Trichoderma
no controle da podridao-de-raizes e copa causada por A. rolfsii em tomateiro (S.
lycopersicum), feijado (Phaseolus vulgaris L.) e repolho (Brassica oleracea var.
capitata.). As plantas tratadas com o fungicida Rhizolex T (Tolclofos methyl +
thiram, Basf, Japao) apresentaram menor incidéncia da doenca em todas as
culturas testadas, sendo mais eficaz que os tratamentos bioldgicos. No entanto,
T. koningii, T. viride e T. harzianum apresentaram o maior efeito antagénico, com
severidade da doenga registrando 19,06%, 19,69% e 21,5%, respectivamente,
demonstrando diferengas estatisticamente significativas aos demais
tratamentos. As plantas tratadas com T. asperellum e T. hamatum apresentaram
as maiores severidades da doenca, entre os tratamentos com Trichoderma, com
médias de 28,91% e 28,64%, respectivamente. As plantas testemunhas
inoculadas e nao tratadas em comparacgao ao controle inoculado e nio tratadas,

apresentaram severidade de 91,44%.
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Os tratamentos com Trichoderma spp. e com o fungicida Orkestra
proporcionaram um aumento significativo na producéo de frutos e no niumero de
frutos por parcela (tabela 3), em comparacao a testemunha sem tratamento. O
isolado Inpa 2957 destacou-se como o mais eficiente. Nos tomateiros tratados
com este isolado, foram registradas as maiores produgdes de frutos (359,28 g.
m?2) (Figura 3) e o maior numero de frutos (7,63 m?), seguido de Orkestra
(produgdes de frutos 294,45 g.m? nimero de frutos 6,80 m?). A produtividade
ainda esta abaixo da média nacional e também inferior as produtividades
possiveis na regido amazoénica, mesmo com as limitagdes locais. Porém, a baixa
produtividade observada pode ser justificada pelo formato experimental, que
envolveu parcelas pequenas, inoculagao do patégeno A. rolfsii e auséncia de
praticas intensivas de cultivo, como adubacéo e irrigagdo em escala comercial.
Além disso, as condi¢gbes edafoclimaticas da regido amazdénica, como alta
umidade, temperatura elevada e solos pobres, podem ter limitado o
desenvolvimento das plantas.

As plantas tratadas com Inpa 2959 e Orkestra também demostraram alta
producédo (299,93 g.m? e 294,45 g.m? por parcela, respectivamente). As
produtividades alcangadas com os tratamentos Inpa 2959 e Orkestra séo
inferiores tanto a média nacional, onde a produtividade média de tomate no Brasil
€ de cerca de 62 t/ha, podendo atingir até 140 t/ha em sistemas de cultivo
protegido com alta tecnologia. Portanto, os valores obtidos com os tratamentos
mencionados sao significativamente inferiores a média nacional e as
produtividades obtidas em sistemas de cultivo adaptados a regido amazdnica.
Para melhorar esses resultados confirmando a eficacia desse isolado e do
fungicida na promogao de crescimento e na protegdo contra a doenga. O
desempenho do Tricho-Turbo, também foi positivo, evidenciando que
biocontroladores podem ser alternativas viaveis ao controle quimico.

Por outro lado, as plantas tradas com os isolados Inpa 2475 e Inpa 2951
apresentaram menor producdo, nao diferindo das plantas testemunha, sem
tratamento, em relagdo ao numero de frutos. A alta severidade da doencga e a
baixa producdo das plantas do tratamento testemunha reforca o impacto
negativo da infecgéo por A. rolfsii em tomateiro e destaca a importancia do uso
de agentes biolégicos e quimicos para mitigar seus efeitos e melhorar a

produtividade.
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Figura 3: Distribuicdo da producdo média de frutos de tomates produzidos por plantas cultivadas em
area infestada com Agroathelia rolfsii tratadas com isolados de Trichoderma spp.
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Figura 4: Produgdo de tomates em plantas cultivadas em solo infestado com Agroathelia rolfsii e tratadas
com isolados de Trichoderma spp.
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T1-1Inpa2951; T2 - Inpa 2957; T3 - Inpa 2959; T4 - Inpa 2475); biofungicida a base de Trichoderma
(TS5 - Tricho-turbo), fungicida (T6 - Orkestra®); e uma testemunha sem tratamento (T7- auséncia de isolados
fungicos ou fungicida)

Sorpreso e Amaral (2024) observaram um incremento de 90% na massa
dos frutos nas plantas tratadas com Trichoderma harzianum, em relacdo as
plantas testemunha.

Khan et al. (2017) avaliaram a aplicacdo de Trichoderma em tomate e
concluiram que a produtividade de frutos aumentou de 3 a 11%. Segundo
Romero et al. (2021), os beneficios do fungo no campo sao amplamente
reconhecidos, com relatos de aumento na produtividade de diversas culturas em
até 300% devido ao uso de Trichoderma.

A aplicacdo de Trichoderma favorece a absorgdo de nutrientes pelas
plantas, além de estimular a produ¢cdo de hormdnios de crescimento. Esses
efeitos resultam em plantas mais vigorosas e produtivas, refletindo diretamente
no aumento do rendimento das culturas (Singh et al., 2021). Estudos conduzidos
por Inciarte et al. (2019) demonstraram que plantas de tomate tratadas com T.
spirale e T. virens apresentaram um numero significativamente maior de frutos
colhidos sob condi¢des de inverno. Esse efeito positivo pode ser atribuido a agao
sinérgica de Trichoderma spp., que inclui mecanismos como competicdo por
espaco e nutrientes, producdo de enzimas liticas e antibiose contra

fitopatdégenos.

5.2. Avaliacdo de isolados de Trichoderma spp. na promogao de
crescimento em tomateiros

Nao se observou promog¢ao de crescimento nas plantas tratadas com os
isolados de Trichoderma spp. em relagéo as variaveis avaliadas (Tabela 4). A
auséncia de efeito significativo pode ser atribuida a diversos fatores, como a
adaptacao dos isolados ao ambiente experimental e o método de aplicacéo, que
podem nao ter sido ideais para expressar o potencial do microrganismo. Além
disso, é possivel que os isolados utilizados sejam ineficientes na promocgao de
crescimento, por ndo apresentarem mecanismos fisiolégicos e bioquimicos

associados a esse efeito suficientemente ativos, como a producdo de
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fitohormdnios ou a solubilizagdo, capazes de gerar diferengas estatisticas nas
variaveis analisadas.

Embora o fungo Trichoderma seja amplamente reconhecido por promover
o crescimento de diversas culturas, incluindo o tomateiro, alguns estudos
indicam que o estimulo a promog¢ao de crescimento nem sempre ocorre. Por
exemplo, Ozbay e Newman (2004) observaram que os isolados T22 e T95 de T.
harzianum nao auxiliaram na emergéncia do tomateiro, embora tenham
aumentado o crescimento das pléntulas. Para Machado et al. (2015), os
mecanismos de acdo dos fungos promotores do crescimento vegetal s&o
especificos e podem variar conforme o substrato, disponibilidade de nutrientes e
interferéncia de outros microrganismos, de forma que o crescimento vegetal por

bioagentes depende das propriedades e mecanismos de a¢gado do organismo.

Tendéncia semelhante foi constatada por Gava e Menezes (2012), que
avaliaram a competéncia rizosfera e a eficiéncia de controle de doengas de
quatro isolados de Trichoderma e observaram que os isolados avaliados nao
apresentaram interferéncia significativa no desenvolvimento das mudas de
meloeiro amarelo (Cucumis melo L.), quando comparados ao controle. Do
mesmo modo Resende et al (2004) avaliaram o efeito de Trichoderma harzianum
como promotor de crescimento de milho ((Zea mays L.), quando incorporado as
sementes tratadas com diferentes fungicidas. No ensaio, variaveis como altura
da planta, matéria seca da parte aérea e matéria seca de raiz nao tiveram
variagao significativa quando tratadas com isolados de Trichoderma, sugerindo
que a interagdo com os fungicidas ou as condi¢bes ambientais possam ter

influenciado a eficacia do fungo.

Isolados nativos, adaptados as condi¢cdes edafoclimaticas locais, podem
potencializar a eficiéncia desses antagonistas. A ampla distribuicdo do fungo
Trichoderma em diferentes tipos de solo torna possivel a obtencéo de isolados
nativos (Fernandes et al., 2024).
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Ao contrario do estudo realizado por Luciano et al. (2023), os quais
constataram que T. harzianum apresentou eficiéncia como promotor de
crescimento de mudas clonais de eucalipto (Eucalyptus urograndis S.T. Blake)
em condi¢des de viveiro, sendo bastante eficaz no aumento do comprimento da
raiz, massa seca da parte area e massa seca da raiz aos 30 e 60 dias apos o
plantio e a inoculagdo de B. subtilis Bs08, B. subtilis Bs10 e T. harzianum UFT-
25 ao substrato, o que proporcionou efeito positivo no acumulo de biomassa de
mudas, evidenciando estes microrganismos como promissores na promogao de

crescimento dessa espécie.

Ethur et al. (2008) verificaram a acado de isolados de Trichoderma
harzianum no desenvolvimento e na prote¢cao de mudas contra a fusariose em
tomateiro. Foi utilizado tratamento de sementes com trés isolados e um mix de
T. harzianum, para avaliar germinagao, emergéncia e desenvolvimento de
mudas. Para o controle da fusariose (Fusarium spp.) foram utilizadas duas
formas de aplicagcdo dos agentes biocontrole, via semente infestagcdo do
substrato. O tratamento testemunha diferiu significativamente dos tratamentos
com isolados e mix de T. harzianum, apresentando maior percentual de plantulas
anormais e com menor desenvolvimento da radicula. As plantas tratadas com o
isolado ETSR20 tiveram destaque por apresentarem menor comprimento de raiz
em relacado aos demais, enquanto as tratadas com os isolados ETSR8 e ETSR20
registraram os menores estandes de plantulas. Quanto a emergéncia e ao
desenvolvimento inicial das mudas de tomateiro, ndo foram detectadas
diferengas significativas entre os tratamentos, sugerindo que os isolados de T.

harzianum néo influenciaram o vigor inicial das plantulas.

Bortolin et al. (2018) observaram um expressivo decréscimo no
desenvolvimento das plantas de Paspalum regnellie Mez. com doses de
conidios viaveis superiores a 30x10°, sendo estatisticamente semelhantes aos
obtidos no tratamento em que ndo houve a aplicacdo do agente bioldgico. Este
comportamento em altas concentracbées podem estar ligado a um processo
conhecido por autoinibigdo, que ocorre quando um alto numero de propagulos &
aplicado tanto no solo como no tratamento de sementes. Segundo os autores,

esta condicdo tende a ocasionar uma elevada competicdo e a consequente
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inibicdo da germinagdo dos proprios conidios do bioagente, reduzindo

consideravelmente sua capacidade como promotor de crescimento.

Souza Pedro et al. (2012) avaliaram a capacidade de Trichoderma spp.
em promover o crescimento de plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L.) e reduzir
a severidade da antracnose do feijoeiro, causada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc & Magn). Esses autores observaram aumentos na
matéria seca da parte aérea superiores a 30%, e percentagens de protecéo

contra antracnose entre 77,60 e 97,54%.
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Tabela 4: Variaveis de desenvolvimento de tomateiros tratados com isolados de Trichoderma spp.

Rendimento

Frutos MSPA MSR MFPA RFM MFR DC CR Altura
Tratamentos do tomate

m? - (gm?)- -----mmmoo g)------------- ----am----  cm® m
Inpa 29618 32,8a  990,3a 72.34a  4.80a 391.00a 22.50a 15.08a 8.64a 9.50a 1.45a
Inpa 24737 29a 834,4a 7536a  5.63a 424.17a 34.67a 15.50a 8.97a 10.50a 1.37a
Trichoturbo! 272a  914,82a 62.04a 4.74a 330.33a 21.83a 15.08a 8.77a 10.92a 1.39a
Inpa 2475°¢ 26,7a  844,2a 56.12a  4.75a 312.50a 26.33a 14.33a 8.21a 9.75a 1.33a
Inpa 29513 26,6a  775,8a 79.17a  4.73a 394.67a 25.67a 14.83a 8.64a 11.50a 1.4la
Sem tratamento? 26,6a 866,2a 51.72a 4.54a 290.17a 21.67a 14.67a 7.56a 10.08a 1.34a
Inpa 2959° 22,4a  698,8a 60.03a  4.04a 327.33a 22.83a 13.42a 8.19a 8.83a 1.33a
Inpa 29574 18,8a 659,6a 57.8la 4.90a 350.83a 31.83a 14.92a 7.68a 10.33a 1.31a
Ccv 22%  25% 28% 27%  27% 27% 11% 7% 30% 5%

MSPA — Massa seca da parte aérea, MSR — Massa seca da raiz, MFPA —Massa fresca da parte aérea; MFR —Massa fresca da raiz, CR —Comprimento da raiz DC — Diametro do caule. Médias seguidas
pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Efeito significativo (p <0,01). ' Tricho-Turbo: fungicida microbioldgico constituido
de conidios vivos de Trichoderma asperellum BV-10 (Vittia). 2Sem tratamento: sem controle da doenca. 3Inpa2951 (Trichoderma asperelloides); *Inpa2957 (Trichoderma rugulosum); >Inpa2959
(Trichoderma asperellum); ®Inpa2475 (Trichoderma agriamazonicum); "Inpa 2473 (Trichoderma endophyticum); 8Iinpa 2961 (Trichoderma asperellum).
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5.3 Isolamento de Trichoderma spp. do solo

A partir de diluigao seriada de amostra de solo rizosférico de tomateiro, foi
possivel observar o crescimento de diversos microrganismos em diferentes
diluicdes testadas. No entanto, no tratamento com o isolado Inpa 2473, verificou-
se o crescimento de Trichoderma na concentracédo de diluicdo de 1072 conidios
mL™". A identificacdo do fungo foi realizada com base em suas caracteristicas
morfoldgicas distintivas, como a coloragcdo das colénias. Embora os resultados
sugiram que as colénias sao provenientes dos isolados na infestagao do solo,
analises complementares, como identificagdo molecular, serdo necessarias para
confirmar a espécie do isolado e diferenciar o fungo inoculado das populagdes
nativas presentes no solo. E possivel que este isolado tenha se adaptado melhor
as condigdes do experimento, como temperatura, umidade e caracteristicas do
solo, favorecendo o desenvolvimento de Trichoderma spp. Esse género fungico
atua no solo por diversos mecanismos, incluindo a competigcdo por nichos
ecoldgicos.

Em estudo desenvolvido por Barbosa (2024), onde se avaliou o
desenvolvimento de Trichoderma asperellum e T. harzianum em solos de seis
areas produtoras de sisal (Agave sisalana) do semiarido da Bahia, utilizando o
método de diluicao seriada. Constatou que nao houve diferengas significativas

nos tratamentos quanto a populagéo do fungo. As caracteristicas fisico-quimicas
das amostras de solo ndo apresentaram correlagao significativa com o niumero
de unidades formadoras de col6nias de ambos os isolados de Trichoderma, ou
seja, as caracteristicas desses solos nao interferiram na sobrevivéncia dos
isolados. Além disso, a populagado dos fungos aumentou ao longo dos 36 dias
em todos os solos, indicando que, mesmo com a microbiota nativa interferindo
no desenvolvimento do T. harzianum e T. asperellum, ambos apresentaram
potencial de sobrevivéncia nos solos da regido sisaleira do semiarido da Bahia.
Barbosa et al. (2021) avaliaram o isolamento de espécies nativas de
Trichoderma de amostra de solo do estado de Mato Grosso do Sul e o potencial
antagonista dos isolados a Colletotrichum musae. Apesar de todos os isolados
avaliados apresentaram potencial antagdnico sobre C. musae. O isolado
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Amambai AB 101 apresentou 95,6% de ocupacéo da placa de Petri. No teste de
produgao de metabdlitos volateis, todos os isolados de Trichoderma inibiram o
crescimento de C. musae sendo que os isolados de Trichoderma B 201 e PP203
foram os que exibiram maior ag&o antifungica contra o patdgeno, apresentando

valores de inibigdo do crescimento micelial de 74% e 65%, respectivamente.

5.4 Avaliacao da inibicao do crescimento micelial de Agroathelia.
rolfsii por Trichoderma spp.

O crescimento micelial de Agroathelia rolfsii em cultura pareada variou
significativamente entre os tratamentos (Tabela 5). O isolado Inpa 2957 inibiu o
crescimento micelial de A. rolfsii em 89 %, seguido pelos isolados Inpa 2959
(85%) e Inpa 2961 (66%). O potencial competitivo desses isolados contra A.
rolfsii, possivelmente devido a rapida ocupacgéo do nicho e micoparasitismo. Em
condigdes de campo, o isolado Inpa 2957 também se destacou no controle da
podridao-de-esclerécio em tomateiros, apresentando os melhores resultados
entre os tratamentos avaliados. A consisténcia entre os ensaios in vitro e em
campo reforga sua eficacia como agente de biocontrole promissor, com potencial
aplicagao no manejo integrado de doengas em sistemas tropicais.

A inibicdo de A. rolfsii por meio da produgdo de metabdlitos volateis
também variou significativamente entre os isolados (Figura 6). O Inpa 2961 se
destacou com a maior taxa de inibigao (91%), indicando uma forte capacidade
de interferéncia quimica a distancia no crescimento do patégeno. Esse efeito
pode estar relacionado a liberagdo de compostos volateis antifungicos, como 6-
pentil-a-pirona, frequentemente associados a acdo biocontroladora de
Trichoderma spp. No entanto, esse desempenho in vitro néo se refletiu de forma
equivalente em campo, onde o isolado n&o promoveu controle estatisticamente
significativo da doenga, em comparagdo com o tratamento testemunha. Essa
divergéncia entre os ensaios laboratoriais e os resultados em condi¢des de
campo pode ser atribuida a fatores ambientais, a interagdo com a microbiota
nativa do solo, a persisténcia do isolado e a eficacia do método de aplicacao.
Ainda assim, os testes in vitro sdo fundamentais como etapa preliminar, pois
permitem triagens eficientes e padronizadas para identificar isolados com

potencial, que posteriormente devem ser validados em experimentos de campo
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para confirmar sua eficacia pratica. Outros isolados, como Inpa 2957 (81%) e
Inpa 2473 (90%), também demonstraram alta eficacia, reforcando a importancia
dos metabdlitos volateis como mecanismo de supressao do fitopatdégeno.

Quanto aos metabdlitos ndo volateis (Figura 7), o isolado Inpa 2475
apresentou a maior taxa de inibicao (58%) do crescimento micelial de A. rolfsii,
seguido pelo Inpa 2961 (31%). Esses isolados podem produzir compostos
antifungicos soluveis em meio de cultura, como quitinases e glucanases, que
degradam a parede celular do patégeno.

A termoestabilidade do extrato bruto (Figura 8) foi mais evidente no
isolado Inpa 2475 (19%), seguido pelo Inpa 2957 (14%). Alguns compostos
bioativos secretados por esses isolados permanecem ativos mesmo apods
exposicao a temperaturas elevadas, o que pode ser vantajoso para formulagdes
comerciais de biofungicidas.

No geral, os resultados confirmam que diferentes isolados de Trichoderma
spp. utilizam distintos mecanismos de biocontrole contra A. rolfsii, combinando
competicdo por espaco e nutrientes, além da producédo de metabdlitos volateis e
nao volateis. A eficacia de inibicdo desses isolados reforca o potencial de seu
uso como agentes de biocontrole em programas de manejo integrado de

doencgas em culturas agricolas.

Tabela 5: Percentual de inibicdo do crescimento micelial de Agroathelia rolfsii spp. por isolados de
Trichoderma spp. por agao de competicdo, metabdlitos volateis, metabdlitos ndo volateis e por extratos
submetidos a tratamento térmico

Cultura Metabolitos Metabdlitos Nao  Termoestabilidade do

Tratamentos . oada (%) Volteis (%)  Volateis (%) filtrado (%)
Testemunha! 0d Oc 0d 0b
Inpa 2957% 89 a 81a 14 ¢ 14 a
Inpa 2959° 85¢ 70 b 17 ¢ 7b
Inpa 29614 66 ¢ 91 a 31b 3b
Inpa 2951° 66 c 15b 7c 1b
Inpa 2475% 65b 65b 58a 19 a
Inpa 24737 52b 90 a 12¢ 12a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Efeito significativo (p < 0,01). Testemunha: auséncia do extrato fungico. 2Inpa2957 (Trichoderma
rugulosum); 3Inpa2959 (Trichoderma asperellum); *inpa 2961 (Trichoderma asperellum); °Inpa2951 (Trichoderma
asperelloides); ®Inpa2475 (Trichoderma agriamazonicum); “Inpa 2473 (Trichoderma endophyticum).
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Montalvao et al. (2023) avaliaram a eficiéncia de fungos do género
Trichoderma na inibigao do crescimento in vitro de Sclerotinia sclerotiorum (Lib)
de Bary, agente causal do mofo branco, e Agroathelia rolfsii. Nos testes de cultivo
pareado, os isolados CEN281 e CEN287, ambos pertencentes a espécie T.
afroharzianum, destacaram-se pela alta capacidade de inibicdo dos patogenos.
Além disso, seis isolados inibiram A. rolfsii, incluindo CEN1075 (T. asperellum),
isolado originalmente da rizosfera do tomateiro. No que se refere a producgao de
metabolitos n&o volateis, 11 isolados, majoritariamente provenientes de
amostras de solo rizosférico de tomateiros, apresentaram atividade antagonista
contra ambos os patdégenos. Os efeitos desses metabdlitos incluiram a redugao
do crescimento micelial, tornando as colénias menos densas e apresentando
deformacbes estruturais e como resultado da competicdo, houve
emaranhamento e deformacao de hifas.

Segundo estes autores, na avaliacdo do controle do tombamento de
mudas de tomateiro causado por A. rolfsii, os isolados CEN281 e CEN126
(Trichoderma sp.) foram os mais eficientes na supressao da doenca, ambos
oriundos da rizosfera do tomateiro. Entre os isolados testados, CENZ281,
CEN1070 (Trichoderma sp.) e CEN1080 (Trichoderma sp.) apresentaram o0s
melhores resultados na reduc¢ao da incidéncia do tombamento.

Diversos autores destacam a produg¢ao de Compostos Organicos Volateis
(CQOVs) por Trichoderma atroviride (P. Karst.), sendo a acetoina, o 2-metil-1-
propanol, o 3-metil-1-butanol e a 6-pentil-2-pirona os mais abundantes quando
esse fungo é confrontado com Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, em
tubérculos de batata na pds-colheita. A analise por microscopia eletronica das
hifas tratadas com esses compostos revelou danos significativos na morfologia
e na ultraestrutura do patégeno, incluindo deformagédo celular, colapso e
degradagao de organelas citoplasmaticas (Elsherbiny et al., 2020). A producéo
de metabdlitos secundarios por Trichoderma € amplamente documentada, com
a identificagado de diversas classes de compostos, incluindo pironas (lactonas),
acidos, furanos, lipidios, alcoois e ésteres. Em estudos com T. koningiopsis
(Samuels, C. Suarez & H.C. Evans) VM115, a 6-n-pentil-6H-piran-2-ona (6PP)
destacou-se como um dos metabdlitos mais abundantes, evidenciando o

potencial desse fungo como agente de biocontrole (Leylaie & Zafari, 2018).
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Grimes et al. (2023) investigaram o potencial de quatro isolados de
Trichoderma spp. no controle de diversos fungos fitopatogénicos de relevancia
florestal, incluindo A. rolfsii, por meio do pareamento de cultura. Observou-se
diferenga significativa no crescimento micelial, em todos os tratamentos, em
comparagdo ao controle. No entanto, para A. rolfsii, apenas um isolado
apresentou efeito inibitorio, reduzindo o crescimento micelial em 27,9%.

Fernandes et al. (2024), ao avaliarem quatro isolados de Trichoderma
provenientes de solos de Aquidauana-MS, observaram que, em cultivo pareado,
o isolado T214.2 apresentou 70% de inibigdo do crescimento de Agrothelia rolfsii.
No teste de metabdlitos volateis, esse mesmo isolado demonstrou uma inibigao
de 20% no crescimento do fitopatégeno.

A atividade micoparasitaria do género Trichoderma envolve enzimas,
sinalizagcado e produgdo de metabdlitos e foram associadas a supressao de
doencas de plantas. Além da atividade micoparasitaria, T. agriamazonicum
também inibiu o crescimento micelial de fitopatégenos por meio de sua producao

de Compostos Organicos Volateis (Sousa et al, 2023).

Figura 5: Aspecto de colbnias de Agroathelia rolfsii cultivadas em meio BDA, sob a agdo de cultura pareada de isolados de
Trichoderma spp. identificados acima da imagem de cada placa de Petri. Testemunha = colénia de Agroathelia rolfsii (5A);
Porcentagem de inibigdo do crescimento micelial de Agroathelia rolfsii por isolados de Trichoderma spp. em ensaio de cultivo
pareado in vitro (5B).
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Figura 5: Aspecto de col6nias de Agroathelia rolfsii cultivadas em meio BDA, sob a ag¢éio de metabdlitos voldteis de
isolados de Trichoderma spp. identificados acima da imagem de cada placa de Petri. Testemunha = colénia de
Agroathelia rolfsii (6A); Porcentagem de inibigdo do crescimento micelial de Agroathelia rolfsii por metabdlitos
volateis produzidos por isolados de Trichoderma spp. (6B).
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Figura 7: Aspecto de colénias de Agroathelia rolfsii cultivadas em meio BDA, sob a agdo de metabdlitos ndo voldteis
de isolados de Trichoderma spp. identificados acima da imagem de cada placa de Petri. Testemunha = col6nia de
Agroathelia rolfsii (7A); Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de Agroathelia rolfsii por metabdlitos ndo
volateis de isolados de Trichoderma spp. (7B).
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Figura 6: Aspecto das colbnias de Agroathelia rolfsii cultivadas em meio BDA acrescido de extrato bruto de
Trichoderma spp. submetidos a aquecimento térmico (8A); Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de
Agroathelia rolfsii apés tratamento térmico do extrato bruto de isolados de Trichoderma spp., indicando a
termoestabilidade dos compostos antimicrobianos (8B).
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5.5 Ensaio de atividade quantitativa de enzimas hidroliticas

Os teores de proteinas totais e a atividade das enzimas quitinase,
glucanase e peroxidase nos diferentes tratamentos estdo apresentados na
Tabela 6. O teor de proteinas totais apresentou alteragédo significativas em
relagcdo ao controle, com valores variando entre 242,80 ug/mL (Inpa 2951) e
341,47 ug/mL, onde o tratamento sem controle apresentou o maior valor (341,47
pg/mL), diferindo estatisticamente dos demais.

Para as enzimas quitinase, glucanase e peroxidase, nao foram
observadas diferengcas estatisticas entre os tratamentos, com todos
apresentando atividades enzimaticas proximas a 0,01 U/mL, exceto os
tratamentos com os isolados Inpa 2475 e Inpa 2959, que apresentaram 0,00
U/mL de peroxidase. A auséncia de diferengas significativas na atividade dessas
enzimas sugere que os isolados de Trichoderma testados e o fungicida Orkestra
nao induziram resposta enzimatica mensuravel sob as condi¢gdes experimentais
adotadas. A inducdo de resisténcia em plantas por Trichoderma pode variar
dependendo do isolado, da dose utilizada e das condi¢des ambientais (Medeiros
et al, 2019). A auséncia de aumento na atividade enzimatica pode estar
relacionada a especificidade das interacdes planta-microrganismo e ao tempo
de avaliacédo.

De acordo com Oliveira et al. (2012), a produgao dessas enzimas pode
ocorrer de forma transitéria, especialmente nas primeiras 48 a 72 horas apds o
estimulo. Além disso, € possivel que os isolados de Trichoderma utilizados
atuem por outros mecanismos de inducéo de resisténcia, como a producgao de
compostos secundarios, sideréforos, ou ativagéo de vias hormonais como acido
jasmoénico e etileno, ndo necessariamente refletidos na atividade dessas
enzimas especificas (Benitez et al. 2004).

Dessa forma, os dados obtidos sugerem que, sob as condi¢gbes e no
tempo analisado, os isolados testados nao promoveram incremento na atividade
das enzimas classicas de defesa em tomateiros (figura 9), embora tenham
afetado significativamente o conteudo de proteinas totais (Figura 10). Estudos
adicionais sao recomendados para investigar a dindmica temporal dessas

enzimas, bem como a expressao génica relacionada a defesa vegetal.
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A baixa atividade de quitinase e glucanase pode indicar que ndo houve
ativagao da degradacao da parede celular de patégenos, um dos mecanismos
frequentemente associados a biocontrole por Trichoderma (Lutz et al., 2003). Do
mesmo modo, a peroxidase, envolvida na resposta de defesa oxidativa das
plantas, apresentou incremento nos tratamentos testados, sugerindo que os
indutores avaliados desencadearam estresse oxidativo suficiente para promover
uma resposta significativa (Romero Puertas et al, 2004). Esses estudos
destacam a importancia das enzimas produzidas por Trichoderma no incremento
da producao agricola, seja pelo controle de patégenos ou pela promogao do
crescimento das plantas. Rodrigues (2023), ao avaliar a produgao de enzimas
por isolados de Trichoderma, identificou um aumento da atividade da peroxidase
na presenca dos tratamentos com Trichoderma, sendo o isolado TQ superior aos
demais, com incremento de 109% em comparacgao ao controle (0,11 U abs min-
1 mg WF). Além disso, houve um incremento de produgcdo em plantas de soja
(G. max), onde todos os tratamentos com Trichoderma spp. elevaram o peso
total de graos por vaso, e revelaram um aumento entre 46 e 60% de incremento
de produtividade quando comparado ao controle (16 g).

Estudos realizados por Silva et al. (2011), foram avaliados dezenove
isolados e o Trichodermil e observaram que promoveram o crescimento de
pepineiro em até 100% e conferiram protegcao a antracnose em até 88,39%. O
isolado IB 31/06 apresentou melhor desempenho quanto a redugéo dos sintomas
de antracnose, em aplicacbes aos 3, 7 ou 14 dias antes da inoculagcdo do
patdgeno. Nao foi observado aumento significativo de peroxidase, sete dias apos
o tratamento com IB 31/06, nas plantas tratadas e infectadas com o patégeno,
em comparagdo as plantas infectadas. Apenas as plantas infectadas com
Colletotrichum lagenarium, previamente tratadas ou ndo com IB 31/06,
apresentaram aumento significativo da atividade enzimatica.

A adicao de quitina, laminarina ou parede celular de Phytophthora spp. ao
meio de cultivo induz o aumento da atividade enzimatica de quitinase e
glucanase em Trichoderma spp. Além da quitina, a parede celular dos fungos é
composta por B-glucanos, que atuam como componentes estruturais essenciais,
contribuindo para a rigidez e integridade da célula. A atividade da enzima B-1,3-

glucanase foi intensificada quando Trichoderma harzianum foi cultivado na
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presencga do fungo fitopatogénico Pythium ultimum, indicando que a interagéo
com microrganismos antagonistas pode estimular a produgdo de enzimas
hidroliticas. Trichoderma spp., além de produzir quitinases, € reconhecido por
sua capacidade de sintetizar glucanases, enzimas que hidrolisam ligagbes 3-1,3-
glucano, presentes na parede celular de diversos fungos e bactérias. Ha uma
correlagao significativa entre a concentracdo de parede celular adicionada ao
meio e a atividade da quitinase produzida. Prasetyawan et al. (2018) observaram
que a adigdo de 1% de parede celular de Phytophthora ao meio resultou em um
aumento de 3,2 x 1072 unidades na atividade de quitinase em comparagao ao
controle, evidenciando o papel indutor desses componentes na expressao

enzimatica.

Tabela 6: Producdo de proteinas totais e enzimas hidroliticas por amostras foliares de tomateiros tratados
com suspensdes de Trichoderma spp. e fungicida

Tratamentos Proteinas Totais Quitinase Glucanase  Peroxidase
(ug/mL) (U.mL™M) (U.mLY  (U.mL?
Sem controle® 341,47 a 0,01 a 0,01 a 0,01 a
Orkestra? 292.93b 0,01 a 0,01 a 0,01 a
Inpa 24757 277,20b 0,01 a 0,01 a 0,00 a
Inpa 2959° 270,33 b 0,01 a 0,01 a 0,00 a
Tricho-Turbo' 264,00 b 0,01 a 0,01 a 0,01 a
Inpa 2957° 262,27 b 0,01 a 0,01 a 0,01 a
Inpa 29514 242,80 b 0,01 a 0,01 a 0,01 a
CV (%) 0.26 0.52 0.52 1.04

Médias nas colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Efeito significativo (p < 0,01). ' Tricho-Turbo: fungicida microbioldgico constituido de conidios vivos de Trichoderma
asperellum BV-10 (Vittia). 2 Orkestra (Piraclostrobina; Fluxapiroxade) -SC Basf: Fungicida quimico. 3Sem tratamento: sem controle
da doenca. 4Inpa2951 (Trichoderma asperelloides); *Inpa2957 (Trichoderma rugulosum); ¢Inpa2959 (Trichoderma asperellum);
7Inpa2475 (Trichoderma agriamazonicum).
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Figura 7: Correlagdo entre a producdo de enzimas peroxidase (A), quitinase (B) e glucanase
(C) em tomateiro tratados com Trichoderma spp. e o tempo apds a inoculagdo.

tratamento
INPA 2475
INPA 2951
INPA 2957
INPA 2959
Orkestra
Sem Controle
Trichoturbo

0.010-

quitinase

0.005-

0.000-

tratamento
INPA 2475
INPA 2951
INPA 2957
INPA 2959
Orkestra
Sem Controle
Trichoturbo

.005 -

0 2 50 75 100

003-

tratamento
INPA 2475
INPA 2951
INPA 2957
INPA 2959
Orkestra

0.02-

0.01-

peroxidase

‘Sem Controle

0.007 Trichoturbo

horas

Figura 8: Correlagdo entre concentra¢do de proteinas totais, em folhas de tomateiros tratados com
Trichoderma spp., e o tempo apds a inoculagdo.
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5.6 Analise de tracos fisiologicos ligados a mecanismos de
promoc¢do do crescimento vegetal

5.6.1 Quantificacao de AlA (acido indol-acético)

A relagao entre os analisados foi ajustada a uma equacéo linear, conforme
mostrado na Figura 2. Com um coeficiente de determinagéo de 0,9857, indicando
um excelente ajuste do modelo aos dados experimentais. Esse resultado sugere
uma forte correlagdo entre as variaveis, demonstrando que a tendéncia dos

dados pode ser bem representada por uma relagao linear.

Figura 9: Relagdo entre os valores analisadas, ajustada por uma equagdo linear (y = 1,8075x - 0,0225),
com coeficiente de determinagdo R*=0,9857. A linha pontilhada representa a tendéncia linear dos dados.
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A producdo de Acido Indolacético (AIA) pelos isolados de Trichoderma
spp., em meio BD suplementados com triptofano, variou significativamente entre
os tratamentos (Tabela 8). Os isolados Inpa 2473 e Inpa 2475 apresentaram os
maiores valores, com 60,72 ug/mL e 60,53 pg/mL, respectivamente, seguidos
pelo Inpa 2951 (59,70 pg/mL), ndo diferindo estatisticamente entre si. Esses
resultados indicam a capacidade desses isolados de sintetizar AIA em meio

liquido, sugerindo um potencial para promogao do crescimento vegetal.
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Por outro lado, os isolados Inpa 2957, Inpa 2959 e Inpa 2961
apresentaram menor produgao de AIA, com destaque para os dois ultimos, que
exibiram valores abaixo de 10 pg/mL. A testemunha sem tratamento nao
apresentou deteccdo de AIA, confirmando que a sintese desse fitorménio foi
exclusivamente atribuida aos isolados de Trichoderma spp.

Estudos anteriores relatam que a produgao de AlA por Trichoderma pode
variar conforme a espécie e as condi¢gdes de cultivo, influenciando diretamente
a promogéao do crescimento vegetal (Oliveira et al., 2012). Dados significativos
observados neste estudo para os isolados Inpa 2473, Inpa 2475 e Inpa 2951
reforga seu potencial para aplicagdo agricola, principalmente em sistemas que
visam o uso de microrganismos benéficos para estimular o desenvolvimento
radicular e melhorar a absorgdo de nutrientes. Podem estar associados a
eficiéncia metabdlica desses microrganismos na sintese de compostos
relacionados ao AlA, como fitormoénios ou intermediarios bioativos.

Kumar et al. (2017) investigaram a producdo de AIA pelo isolado
Trichoderma viride VKF3 e verificaram que este apresentou uma elevada
producéo de 115 pug/mL na presenca de 0,5% de L-triptofano. A confirmacgao da
producdo de AIA foi realizada por cromatografia em camada fina (TLC) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), comparando-se os resultados
com um padrdao de AIA. Além disso, o isolado demonstrou a capacidade de
sintetizar enzimas extracelulares, como celulase e xilanase, e de produzir
sideréforos, contribuindo para a melhoria das condicdes do solo e a

disponibilidade de nutrientes.
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A promogao do crescimento vegetal pelo fungo Trichoderma spp. ocorre
por meio de metabdlitos secundarios liberados na rizosfera, incluindo pequenos
peptideos e outros metabdlitos ativos capazes de promover a ramificacao
radicular e a solubilizagdo dos micronutrientes insoluveis presentes no solo, o
que garante uma maior absorcdo e translocagcao de minerais escassamente
disponiveis, aumentando o desenvolvimento da planta. Ribas et al. (2014)
avaliaram diversos isolados de Trichoderma spp. e verificaram que todos foram
capazes de produzir AlIA, com concentragdes variando entre 11,35 e 52,42
Mg/mL, evidenciando seu potencial na promogao do crescimento vegetal. Da
mesma forma, Gueye et al. (2018) relataram uma produgéo de AlA de 90 ug/mL
em isolados de Trichoderma, reforgando a capacidade desse fungo de sintetizar

fitormbnios benéficos as plantas.

Oliveira et al. (2012) avaliaram a capacidade de isolados de Trichoderma
spp. de solubilizar fosfato e sintetizar AlA in vitro, utilizando isolados oriundos do
produto Trichoplus JCO Fertilizantes e Bioprodutos e todos os isolados foram
capazes de produzir AIA nos meios de cultura testados, independentemente da
suplementagcao com L-triptofano. No entanto, a adigao de L-triptofano resultou
em valores significativamente maiores de AlA. Apds dois dias de avaliagao, as
maiores médias foram observadas para os isolados Tr-SMa (11,1 ug mL™"), Tr-
SMb (13,3 ug mL™") e Tr-har (9,4 ug mL™") no meio BD, enquanto o isolado Tr-
Euc (18,9 ug mL™") apresentou os maiores valores no meio FAN (glicose, 20 g;
extrato de levedura, 3 g; K2HPO4, 0,6 g; MgS0O4, 0,3 g; pH 5,9 — 6,1). Esses
resultados reforcam o potencial dos isolados de Trichoderma como promotores
do crescimento vegetal e sintese de AlA.

O acido indol-acético (AlA) promove o crescimento das raizes e a
proliferacdo de pelos radiculares, o que pode melhorar a absorgao de nutrientes
e agua do solo e, consequentemente, melhorar o crescimento da planta (Pinheiro
et al., 2024). A interagao entre a produgao de AlA e sideréforos por isolados de
Trichoderma exerce um efeito sinérgico positivo sobre o crescimento radicular
das plantas. O AlA atua diretamente na inducao de raizes laterais e na elongacao
da raiz principal, enquanto os sideroforos atuam na solubilizacido e
disponibilizacdo de ferro, um micronutriente essencial para processos

fisiologicos e bioquimicos nas plantas. Essa associagado resulta em maior
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absorcdo de nutrientes, fortalecimento do sistema radicular e,
consequentemente, em plantas mais vigorosas e tolerantes a estresses. Além
disso, estudos demonstram que sideroforos purificados, especialmente em meio
com baixa disponibilidade de ferro, sdo capazes de aumentar os niveis de AlA
nas raizes de Arabidopsis thaliana e intensificar seu crescimento. Nesse
contexto, o isolado Trichoderma asperellum Q1 e seu sideroforo purificado
apresentaram os efeitos mais expressivos na promogao do desenvolvimento
radicular de Arabidopsis (Zhao et al., 2020).

Segundo Chagas Junior et al. (2024), o isolado Trichoderma asperellum
UFT-21 demonstrou capacidade de produzir acido indolacético (AlA) em meio
BD suplementado com triptofano, com médias variando entre 0,9 e 1,0 uyg mL™".
A inoculacdo com esse isolado promoveu ganhos significativos no
desenvolvimento de mudas de tamboril (Enterolobium contortisiliquum (Vell.)
Morong), refletidos especialmente na massa fresca de raiz, com aumento de 2,43
g. As doses mais eficientes de inoculante foram de 10,27 g L™" para a massa
seca da raiz, com ganho de 0,65 g de biomassa seca. O indice de qualidade de
Dickson também foi positivamente influenciado pela inoculagéo, com incremento
de 35% em comparacao a testemunha.

No presente estudo, conforme apresentado na Tabela 7, o acido
indolacético (AlA) pode ter contribuido significativamente para o crescimento
radicular ao estimular alteracbes morfolégicas nas raizes, como o aumento do
comprimento e a maior formacdo de pelos radiculares. Essas modificagdes
estruturais ampliam a area de absorcéao, potencializando a eficiéncia das plantas
na captacao de agua e nutrientes do solo.

O aminoacido L-triptofano tem sido usado como precursor fisioldgico para
a biossintese de auxinas em plantas e microrganismos. Os exsudados
radiculares sao fontes naturais de L-triptofano para a microbiota do solo,
contribuindo para a sintese microbiana de AIA na rizosfera (Oliveira et al., 2012).
Estudos conduzidos por Franga et al. (2017), ao avaliarem a concentracéo de
AIA com adigdo de L-triptofano, permitiram observar que os isolados de
Trichoderma “F” e “G” apresentaram maior producao de AlA apds 48 horas, com
42 uyg L ' e 34 ug L ' de concentragdo de AIlA, respectivamente. Nas
amostragens subsequentes de 72, 96 e 144 horas, houve diminuicdo na

concentragdo de AIA no meio de cultura, chegando a 0 ug L . A redugéo na
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concentracao de AlA apds 48 horas em meio de cultura reflete a dindmica natural
desse fitormonio no solo, onde sua produgao, absor¢céo e degradagao ocorrem
de forma semelhante. A biossintese de AIA é dependente da disponibilidade de
triptofano, cuja exsudagdo pelas raizes influencia diretamente a atividade
microbiana na rizosfera. No solo, Trichoderma e outros microrganismos
produtores de AIA seguem um padrao de pico e declinio, com a maior produgao
ocorrendo entre 48 e 72 horas, periodo associado a intensa atividade
microbiana. O AIA liberado pode ser rapidamente absorvido pelas raizes e
utilizado para estimular o crescimento radicular, reduzindo sua disponibilidade
no ambiente. Além disso, as plantas podem modular essa absorgao conforme
sua demanda, favorecendo o desenvolvimento de raizes laterais e pelos
radiculares.

De acordo com Santos (2021), Trichoderma longibrachiatum 'LPPC299'
promoveu um aumento significativo no crescimento de porta-enxertos de
cajueiro-anao (Anacardium occidentale L., var. Ando-precoce). No entanto, as
linhagens de Trichoderma avaliadas ndo demonstraram capacidade de produzir
acido 3-indolacético (AIA) in vitro, mesmo na presencga de seu precursor, o L-
triptofano. Esse resultado sugere que ha variagcdes metabdlicas entre diferentes
isolados de Trichoderma, influenciando sua capacidade de sintese de

fitormonios.

5.6.2 Quantificacao de siderdforos

A producdo de sideréforos pelos isolados de Trichoderma spp. variou
entre 55,01 pug/mL e 65,03 pg/mL, sem diferengas estatisticas entre os
tratamentos (Tabela 8). O isolado Inpa 2473 apresentou a maior produgao (65,03
Mg/mL), seguido pelos isolados Inpa 2475 (59,74 pg/mL), Inpa 2951 (61,12
pg/mL), Inpa 2959 (61,17 ug/mL) e Inpa 2961 (61,23 ug/mL). A testemunha sem
tratamento nao apresentou producao de sideroforos, confirmando que a sintese

dessas moléculas é uma caracteristica especifica dos isolados de Trichoderma
spp.
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Os sideroéforos, sdo substancias que aumentam a disponibilidade de ferro
por plantas em ambientes onde esse nutriente € escasso. A presenga de
sideroforos € crucial para a promogao do crescimento de plantas, especialmente
em solos que podem ter disponibilidade limitada de ferro, pois eles atuam na
solubilizagdo e mobilizacdo desse micronutriente. Segundo Leylaie & Zafari
(2018), Trichoderma é um dos principais organismos capazes de sintetizar
sideroforos, auxiliando na solubilizagao e absorgao de ferro pelas plantas. O ferro
(Fe) € um micronutriente essencial para as plantas, desempenhando fungdes
fundamentais nos processos metabodlicos relacionados a fotossintese,
respiracao celular, fixacdo de nitrogénio e ativacdo enzimatica. Embora seja
necessario em pequenas quantidades, sua presenga € indispensavel para o
desenvolvimento saudavel das plantas (Li et al., 2023).

Ao secretar sideroforos, Trichoderma nao apenas capta Ferro de forma
eficiente, mas também inibe o crescimento de patdégenos, competindo com
microrganismos patogénicos pelo mesmo recurso, criando um ambiente mais
favoravel para si e para as plantas com as quais interagem. Diversos estudos
tém mostrado que os sideroforos produzidos por Trichoderma sao altamente
eficazes na quelatacao de ferro. Ribas et al., (2014) avaliaram a produgao de
sideréforos por isolados de Trichoderma spp. pelo método qualitativo e
identificaram a producédo do composto por todos os isolados avaliados. Estudos
conduzidos por Santos et al. (2021), que buscaram avaliar a biossintese in vitro
de siderdéforos por Trichoderma aplicados em porta-enxertos de cajueiro-anao
para promover crescimento, constataram uma producdo de sideroforos
significativa pelo isolado LPPC299- Trichoderma longibrachiatum, que também
foi responsavel pelo aumento no crescimento do porta-enxerto de cajueiro anao

CCP 06, influenciando positivamente nas variaveis biométricas analisadas.
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Ja em estudos realizados por Vieira et al. (2024), os quais objetivaram
selecionar Trichoderma com potencial para promover o crescimento de mudas
de porta-enxertos da cultivar noz-pecé (Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch.,
através das analises de variaveis morfolégicas e caracterizagao bioquimica dos
isolados, observaram que a maioria das variaveis analisadas, exceto altura da
planta, diametro do caule e numero de folhas por muda, a inoculagdo com
Trichoderma spp. proporcionou os melhores resultados, além disso, os isolados

CPACT838 e CPACT852 apresentaram capacidade de producéao de sideréforos.

De acordo com Rodrigues (2023), foi realizada a avaliagao da produgao
de sideroforos por quatro isolados de Trichoderma, comparados a um isolado
comercial de T. asperellum URM 5911 (TA). Todos os isolados apresentaram
algum nivel de producéo de sideréforos. O isolado comercial TA destacou-se por
apresentar a maior absorbancia relativa (Aa/Aref), com valor de 1,01, seguido
pelo isolado TF, com 0,82. Os isolados TP e TQ ndo apresentaram diferenca
significativa entre si, sendo ambos inferiores, com valores préximos de 0,66. A
absorbancia relativa foi expressa em absorbancia relativa (Aa/Aref)
considerando Aa absorbancia da amostra dividida pela Aref Absobancia de

referéncia (testemunha)

Tabela 7: Produgao in vitro de acido indolacético e de siderdforos por isolados de Trichoderma spp.

Tratamentos AIA (ng/mL) Sider6foros (pg/mL)

Inpa 24737 60,72 a 65,03 a
Inpa 2475° 60,53 a 59,74 a
Inpa 2951° 59,70 a 61,12 a
Inpa 2957? 35,18b 55,01 a
Inpa 2959° 9,27 ¢ 61,17 a
Inpa 2961* 8,99 ¢ 61,23 a
Testemunha' 0,00 ¢ 0,00 a
CV (%) 0,11 0,11

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Efeito significativo (p<0,01). CV (%): Coeficiente de variagdo em porcentagem. Médias seguidas pela
mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Efeito
significativo (p < 0,01). Testemunha: auséncia do extrato fungico. 2Inpa2957 (Trichoderma rugulosum); 3Inpa2959
(Trichoderma asperellum); “Inpa 2961 (Trichoderma asperellum); °Inpa2951 (Trichoderma asperelloides);
6Inpa2475 (Trichoderma agriamazonicum); “Inpa 2473 (Trichoderma endophyticum).
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6. Conclusoes

Entre os seis isolados do género Trichoderma, oriundos do estado do
Amazonas, no controle da podriddo-de-esclerécio causada por A. rolfsii e na
promogao do crescimento de tomateiros cultivados em campo. O isolado Inpa
2957 se destacou pela sua eficacia no controle da doenga, reduzindo
significativamente a incidéncia da doenga (1,75%). Além disso, esse isolado
demonstrou capacidade de estimular o desenvolvimento vegetativo e produtivo
das plantas, resultando em um rendimento de 359.28 g.m?. Os isolados Inpa
2473, Inpa 2475 e Inpa 2951 apresentaram resultados promissores para a
promogao do crescimento, evidenciado pela produgdo maxima de AIA (60,72

pg/mL).

Os isolados mais promissores (Inpa 2957 e Inpa 2473), poderao contribuir
para o aumento da produtividade de tomateiros e para a melhoria da qualidade

sanitaria tomaticultura no contexto amazo6nico.

Recomenda-se a continuidade das pesquisas, com foco na formulacéo,
aplicacao em larga escala desses isolados, avaliacdo da eficacia em outros tipos
de solo, em solos naturalmente infestados, bem como na compreensao
aprofundada dos mecanismos moleculares envolvidos no controle da doenca e
na promog¢ao de crescimento. Essas etapas sao fundamentais para viabilizar o

uso comercial dessas tecnologias e fortalecer a agricultura sustentavel na regiao.
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