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Potencial de Trichoderma spp. no biocontrole da fusariose e na promogéo de

crescimento de mudas em pimenteira-do-reino na Amazénia Oriental
RESUMO GERAL

Fungos do género Trichoderma spp. sdo reconhecidamente capazes de estabelecer interacdes
benéficas com as plantas. Para o manejo eficiente da pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) na
regido amazonica, métodos ecoldgicos que promovam o controle bioldgico de doencas flngicas
da cultura e o crescimento das plantas podem ser apontados como opgOes viaveis diante da
biodiversidade inexplorada existente na Amazo6nia. Os objetivos do estudo consideram (i) obter
isolados de Trichoderma spp. de &reas com Piper spp. na Amazonia Oriental, (ii) selecionar
isolados antagdnicos a F. solani f. sp. piperis através de testes in vitro, (iii) avaliar a capacidade
de isolados de Trichoderma spp. em produzir enzimas liticas, (iv) determinar o potencial de
isolados de Trichoderma spp. em reduzir a severidade da fusariose da pimenteira-do-reino, (V)
determinar a capacidade de isolados de Trichoderma spp. de produzir horménio de
crescimento vegetal e vi) investigar a capacidade de isolados de Trichoderma spp. de
promover crescimento em mudas de pimenteira-do-reino e avaliar seus efeitos nas respostas
bioquimicas da planta. As coletas para obtencdo dos isolados de Trichoderma spp. foram
realizadas em quatro municipios da Amaz6nia Oriental em areas cultivadas com Piper spp. Um
total de 80 isolados de Trichoderma spp. foram obtidos e avaliados em testes in vitro quanto a
acao antagonica contra Fusarium solani f. sp. piperis, agente causal da fusariose da pimenteira-
do-reino, e quanto a capacidade de produzir enzimas liticas. Foram selecionados oito isolados
antagobnicos (T9, T18, T44, T62, T69, T76, T77 e T80) nos testes in vitro, e avaliados quanto
ao potencial de biocontrole sobre a fusariose em mudas pimenteira-do-reino. Os isolados de
Trichoderma spp. também foram testados quanto a capacidade de produzir acido indolacético-
AlA. Os isolados que apresentaram os melhores resultados (T03, TO5, TO7, T08, T13, T15,
T21, T42, T45, T56, T63) foram testados quanto seu efeito no crescimento de mudas de
pimenteira-do-reino. Foram avaliados o numero de folha, nimero de entrends, altura das mudas,
comprimento da raiz, didmetro do colo, massa fresca e seca da parte aérea e da raiz. Os efeitos
da inoculagcdo com Trichoderma spp. as respostas bioquimicas nas mudas foi avaliado por
analises bioquimicas do material vegetal da folha e da raiz. Quanto aos testes de biocontrole, a
maioria dos isolados de Trichoderma spp. inibiram eficientemente o crescimento micelial do
F. solani f. sp. piperis e produziram pelo menos uma enzima litica. No ensaio in vivo, todos 0s
isolados de Trichoderma spp. selecionados mostraram atividade antiflngica significativa,
variando entre 27,30% e 77,80% de reducéo da severidade dos sintomas da fusariose em relagédo
a testemunha. Os isolados T18 e T80 foram selecionados como promissores agentes de
biocontrole sobre a fusariose da pimenteira-do-reino. No ensaio de promogéo de crescimento,
alguns isolados de Trichoderma spp. proporcionaram crescimento das mudas de pimenteira-do-
reino quando comparados ao tratamento controle, 60 dias apds o transplantio. O isolado T21
foi o mais eficiente quanto as respostas de crescimento, podendo ser um possivel promotor de
crescimento de mudas de pimenteira-do-reino. Respostas bioquimicas significativas nas mudas
de pimenteira-do-reino, quanto as atividades relacionadas ao metabolismo do nitrogénio,
indicam um bom estado metabolico regulador da planta na presenca de Trichoderma spp. As
evidéncias fornecidas nesse estudo apoiam fortemente a possibilidade de usar Trichoderma spp.
como um agente biocontrolador e promotor de crescimento seguro, ecologicamente correto e
eficaz para a cultura da pimenteira-do-reino.

Palavras-chave: Controle bioldgico, biofertilizante, Piper nigrum, Fusarium solani f. sp.
piperis



Biocontrol Potential and Growth Promotion of Trichoderma spp. in Black
Pepper in the Eastern Amazon

GENERAL ABSTRACT

Fungi of the genus Trichoderma spp. are known to establish beneficial interactions with plants.
For the efficient management of black pepper (Piper nigrum L.) in the Amazon region,
ecological methods promoting the biological control of fungal diseases in the crop and plant
growth can be considered viable options given the unexplored biodiversity existing in the
Amazon. The objectives of the study include: (i) obtaining Trichoderma spp. isolates from areas
with Piper spp. in the Eastern Amazon, (ii) selecting isolates antagonistic to F. solani f. sp.
piperis through in vitro tests, (iii) evaluating the capacity of Trichoderma spp. isolates to
produce lytic enzymes, (iv) determining the potential of Trichoderma spp. isolates to reduce
the severity of black pepper fusariosis, (v) determining the capacity of Trichoderma spp.
isolates to produce plant growth hormone, and (vi) investigating the ability of Trichoderma spp.
isolates to promote growth in black pepper seedlings and evaluate their effects on plant
biochemical responses. Collections to obtain Trichoderma spp. isolates were carried out in four
municipalities of the Eastern Amazon in areas cultivated with Piper spp. A total of 80
Trichoderma spp. isolates were obtained and evaluated in in vitro tests for antagonistic action
against Fusarium solani f. sp. piperis, the causal agent of black pepper fusariosis, and for their
capacity to produce lytic enzymes. Eight antagonistic isolates (T9, T18, T44, T62, T69, T76,
T77, and T80) were selected in in vitro tests and evaluated for their biocontrol potential against
fusariosis in black pepper seedlings. Trichoderma spp. isolates were also tested for their
capacity to produce indole-3-acetic acid (IAA). The isolates that showed the best results (T03,
TO05, TO7,T08, T13,T15, T21, T42, T45, T56, T63) were tested for their effects on black pepper
seedling growth. Leaf and root biochemical analyses were conducted to evaluate the effects of
Trichoderma spp. inoculation on seedling biochemical responses. Regarding biocontrol tests,
most Trichoderma spp. isolates efficiently inhibited the mycelial growth of F. solani f. sp.
piperis and produced at least one lytic enzyme. In the in vivo assay, all selected Trichoderma
spp. isolates showed significant antifungal activity, ranging from 27.30% to 77.80% reduction
in fusariosis symptom severity compared to the control. Isolates T18 and T80 were selected as
promising biocontrol agents against black pepper fusariosis. In the growth promotion assay,
some Trichoderma spp. isolates promoted black pepper seedling growth compared to the
control treatment, 60 days after transplantation. Isolate T21 was the most efficient in growth
responses, suggesting it could be a potential growth promoter for black pepper seedlings.
Significant biochemical responses in black pepper seedlings related to nitrogen metabolism
indicate a good metabolic regulatory state of the plant in the presence of Trichoderma spp. The
evidence provided in this study strongly supports the possibility of using Trichoderma spp. as
a safe, environmentally friendly, and effective biocontrol agent and growth promoter for black
pepper cultivation.

Keywords: Biocontrol agentes, growth promotion, Piper nigrum, Fusarium solani f. sp. piperis
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POTENCIAL DE Trichoderma spp. NO BIOCONTROLE DA FUSARIOSE E NA
PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE MUDAS EM PIMENTEIRA-DO-REINO NA
AMAZONIA ORIENTAL

INTRODUCAO GERAL
1. A CULTURA DA PIMENTEIRA-DO-REINO

A pimenta preta (Piper nigrum L.), também conhecida como pimenta redonda, pimenta da
india e, no Brasil, pimenta-do-reino, é originaria do Sul da india (SIM, 1986). Era chamada de
pimenta de Portugal durante o periodo colonial e passou a se chamar pimenta-do-reino depois
da colonizagéo no Brasil. Foi introduzida no Brasil no Estado da Bahia, seguida de Maranh&o
e Paraiba, mas foi no Estado do Para que a cultura ganhou escalas comerciais (ALIXANDRE
et al., 2022). Amplamente cultivada por imigrantes japoneses na regido Amazonica na decada
de 1930, tornou-se fonte de renda de grandes e pequenos produtores e destaca-se desde a
antiguidade como a especiaria mais importante comercializada mundialmente
(ALBUQUERQUE et al., 1971; DUARTE et al., 2006).

A cultura ganhou tanto destaque no mercado mundial que alcangou espago nas bolsas de
valores, tornando-se uma commodity agricola em funcdo da demanda mundial e do preco
elevado em determinadas safras, pago aos produtores (CARNEIRO JUNIOR et al., 2017). A
producdo dessa commodity agricola esta concentrada principalmente no continente asiatico e
na América do Sul (FAO, 2020). O Brasil apresenta destaque mundial como segundo maior
produtor e exportador de pimenta-do-reino, detendo, junto com o Vietnd e Indonésia, 65% do
mercado global do produto (FAO, 2020; PAES E CRUZ, 2022; VIDAL, 2020). O Brasil, no
ano de 2022, produziu 128 mil toneladas da especiaria em uma area de 41 mil hectares (ha),
com um rendimento médio de 3.107 Kg/ ha, movimentando quase 2 bilhdes de reais no
agronegacio brasileiro (IBGE, 2022).

No Brasil, atualmente, as principais regides produtoras sao os estados do Pard, Espirito
Santo e, em menor volume, Bahia (CARNEIRO JUNIOR et al., 2017; IBGE, 2020; PAES;
CRUZ, 2022). O estado do Para historicamente sempre foi o maior produtor e exportador
nacional, porém, nos Gltimos anos, o Espirito Santo apresentou grande expansdo de area,
ultrapassando o Para em producdo e exportacdo (MARTINS, 2020; PAES; CRUZ, 2022;
VIDAL, 2020). Além disso, a cultura no Estado do Para, nos Gltimos anos, sofre por falta de
investimentos, reducdo de producdo devido a doenca fusariose ou técnicas de manejo

inadequadas ou obsoletas, bem como, grandes oscilacBes de preco que causam diminuicdo da
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rentabilidade do produtor (CARNEIRO JUNIOR et al., 2017).

O Paré e o Espirito Santo respondem por quase 90% da area plantada com pimenteira do
reino no Brasil (IBGE, 2020). A concentragdo dos cultivos em algumas regides do pais deve-
se a exigéncia da cultura por elevada temperatura, umidade do ar e precipitacdo. O estado do
Para apresenta a maior area plantada com pimenteira-do-reino do pais, 43,8% em 2019, sendo
gue os principais municipios produtores estdo situados no nordeste do Estado (IBGE, 2022;
PAES; CRUZ, 2022; VIDAL, 2020).

A cultura da pimenteira-do-reino desempenha papel socioeconémico fundamental na
agricultura familiar e no agronegécio, promovendo inclusdo social e renda (ALIXANDRE et
al., 2022). No periodo de safra, no estado do Para, a atividade emprega cerca de 70 a 80 mil
pessoas, e divisas em torno de 50 milhGes de dolares ao ano através das exportacdes
(FILGUEIRAS et al., 2012). A pimenta-do-reino é usada em larga escala como condimento
devido ao seu componente pungente piperina, proporcionando sabor agradavel e facilitando a
digestdo dos alimentos, sendo consumida também pelas industrias de carnes e conservas e,
ainda, nas industrias farmacéuticas, de cosméticos e até defensivos agricolas (FERNANDES,
2019; LEITE; BERTOTTI, 2020; MELO et al., 2021; OLIVEIRA, 2020; REGO; SAAD et al.,
2022; SCHNABEL et al., 2021; SILVA, 2017; TAKOREE et al., 2019; VEIGA; MARCUCCI,
2018).

Em termos botanicos, o género Piper pertence a classe das Eudicotiledéneas, ordem
Piperales e familia das Piperacea e apresenta grande biodiversidade (GBIF, 2023; OLIVEIRA
et al., 2020). A espécie P. nigrum é uma planta perene, arbustiva, semi lenhosa e trepadeira que
cresce aderida a tutores de madeiras (estacfes) ou troncos de arvores. Apresenta flores muito
pequenas, hermafroditas, em inflorescéncia tipo espiga. Apresenta inflorescéncia do tipo espiga
e o fruto do tipo drupa com um endocarpo carnoso originado da parede interna do ovario. A
pimenteira, na parte aérea, apresenta trés tipos de ramos, sendo um chamado de ramo de
crescimento (ou ortotrépico), que se desenvolve junto ao tutor, fixando-se a este por raizes
adventicias grampiformes. O outro tipo de ramo é o produtivo (ou plagiotropico), que se
desenvolve lateralmente e ha ainda, os ramos ladrfes que se desenvolvem a partir da base ou
das extremidades da planta. As folhas sé@o sempre inteiras com disposicao alternadas, pecioladas
e localizadas a altura dos nos existentes nos ramos. O caule é formado por uma haste central
gue possui raizes adventicias, grampiformes, que se originam nos nés e aderem livremente no
suporte e as hastes laterais que sdo desprovidas de raizes aderentes e cujas gemas originam as
flores e frutos. O sistema radicular possui 3 a 6 raizes laterais fasciculadas, localizadas

principalmente na profundidade de até 30 cm, no raio de aproximadamente 60 cm em torno da
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planta, e uma raiz central que ajuda a fixar a planta no solo (BARRIGA, 1982; DUARTE;
ALBUQUERQUE, 2005).

A pimenteira-do-reino € uma planta tropical que requer condi¢6es climaticas quentes e
Umidas para um bom desenvolvimento. Os fatores climaticos mais importantes incluem altas
temperaturas, entre 25°C e 35 °C, luz solar intensa, precipitacdo pluviométrica anual entre 1.500
mm e 3.000 mm e umidade relativa acima de 80%. A planta necessita de solo rico em nutrientes
que apresente boa drenagem e com teor de argila suficiente para reter a umidade relativa durante
o0 periodo mais seco do ano (DIAS, 2014; DUARTE et al., 2006).

A producdo das pimenteiras indicada para escala comercial é através da propagacao
vegetativa via processo de estaquia (DUARTE, 1999; GOMES FILHO, 2017; SECUDINO
2012). No processo de estaquia deve-se observar a formacédo das mudas e as plantas matrizes
que d&o origem a essas mudas para se obter uma plantagdo uniforme e sadia (COSTA, 2020).
Na propagacéo por estacas, os ramos de plantas adultas com aproximadamente 15 a 20 cm de
comprimento (estacas) sdo enraizadas em canteiros utilizando substrato de casca de arroz
carbonizada, vermiculita ou, principalmente, areia branca. As estacas sdo colocadas
ligeiramente inclinadas, enterrando-se os dois nos e deixando-se a folha de fora. As mudas
devem permanecer durante 20 a 30 dias nos propagadores e, quando as estacas comegarem a
brotar, é feito o transplantio para sacos plasticos pretos perfurados (LEMOS; POLTRONIERI;
TREMACOLDI, 2014).

Vaérias séo as cultivares de pimenteira-do-reino identificadas na literatura e algumas
dessas sdo exploradas nas principais regides produtoras do Brasil, como Apra, Cingapura,
Clonada, Bragantina, Guajarina, Kottanadan e outras (BARATA et al., 2021; CHEN; DAYOD,;
TAWAN, 2018; DUARTE, 2004; LEMOS et al., 2014; NILO et al., 2017). Cada cultivar
apresenta caracteristicas agronémicas proprias que incluem, por exemplo, frutificacéo, ciclo de
maturacdo, arquitetura da planta, colheita e rendimento médio (POLTRONIERI; LEMOS,
2014). A Embrapa Amazonia Oriental desenvolve pesquisas com a finalidade de langar novas
cultivares, como a nova cultivar “Embrapa/Clonada” com caracteristicas diferenciadas e
vantagosas de frutificacdo, colheita, rendimento, livre de virus, entre outros, obtidas a partir de
um longo processo de selecdo no campo, germinacao in vitro das sementes dessas plantas em
laboratério e clonagem para garantir que as mudas produzidas pelo processo de
micropropagacdo mantenha fidelidade as matrizes (Oriel Lemos, comunicacdo pessoal, 9 de
fevereiro de 2023). No entanto, a vulnerabilidade genética das cultivares amazonicas e a
auséncia de fusariose na India, centro de diversidade de P. nigrum, constituem as principais

limitacdes para o melhoramento genético da pimenta-do-reino (POLTRONIERI et al., 2020).
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O ciclo produtivo da pimenteira-do-reino pode ser superior a 12 anos, sofrendo influéncia
de fatores como condic¢Bes climaticas, variedade genética, praticas culturais empregadas e
principalmente fatores fitossanitarios, como a fusariose da pimenteira-do-reino, que pode
reduzir drasticamente a vida til da cultura (COSTA, 2020; TREMACOLDI, 2010, 2014). No
Brasil, além da fusariose (Fusarium solani f. sp. piperi F.C. Albug.), doenga mais importante
da cultura, outras doencas fungicas também acometem pimenteira-do-reino como a murcha
amarela (Fusarium oxysporum Schltdl.), queima-do-fio (Koleroga noxia Donk) e antracnose
(Colletotrichum gloeosporioides Penz. & Sacc.) (TREMACOLDI, 2010).

2. AFUSARIOSE DA PIMENTEIRA-DO-REINO

A fusariose da pimenteira-do-reino, também conhecida por podriddo-das-raizes, foi
detectada pela primeira vez no Estado do Para em 1957 (ALBUQUERQUE; FERRAZ, 1976;
ALBUQUERQUE; DUARTE, 1991) e esta, atualmente, disseminada em todos os estados
brasileiros produtores de pimenta-do-reino (LOURINHO et al., 2014). A doenga, de ocorréncia
restrita ao Brasil, é a mais devastadora da cultura causando reducéo na producéo e na vida Gtil
das pimenteiras nas regides produtoras para apenas quatro a cinco anos (CARDEIRO JUNIOR
et al., 2017; LOURINHO et al., 2014; TREMACOLDI, 2010). As perdas sdo da ordem de 10
milhGes de ddlares anuais e reducdo de, aproximadamente, 3% da area cultivada anualmente,
com uma produtividade média diminuida pela metade, de 4,0 t/ha para de 2,0 t/ha (CARDEIRO
JUNIOR et al., 2017; TREMACOLDI, 2010).

O agente causal da fusariose da pimenteira-do-reino é o fungo Fusarium solani Mart.
(Sacc.) f. sp. piperis Albug. (Teleomorfo: Nectria haematococca Berk & Br. f.sp. piperis
Albug.). Pertence ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales, familia
Nectriaceae (ALBUQUERQUE; FERRAZ, 1976; DUARTE; ALBUQUERQUE;
ALBUQUERQUE, 2005; INDEX FUNGORUM, 2023). Em meio de cultura batata-dextrose-
agar (BDA), o fungo apresenta crescimento lento, demorando de nove a dez dias para que a
colonia alcance um didmetro de nove centimetros. Produz macroconidios e microconidios,
podendo formar estrutura de resisténcia denominada clamiddsporos. Suas hifas sdo hialinas
septadas e os conidiéforos sdo longos, cujas col6nias tém aparéncia cotonosa, inicialmente
brancas, chegando a um vermelho intenso (TREMACOLDI, 2010; VAZ, 2013).

As populacbes do complexo de espécies de Fusarium solani sdo importantes agentes
etiologicos de varias doengas de plantas que apresentam variagdes em sua morfologia, fisiologia
e patogenicidade. Dentro de cada espécie de Fusarium pode haver subdivisdo ou forma

specialis (EDEL et al., 1997; SISIC et al., 2018). O conceito forma specialis é aplicado para
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reconhecer isolados fitopatogénicos que apresentam caracteristicas morfologicamente
semelhantes a isolados saprofiticos de mesma espécie, mas que diferenciam em sua habilidade
para parasitar hospedeiros especificos (MICHEREFF, 2001; SNYDER; HANSEN, 1953).
Estudos comprovaram a especificidade de isolados patogénicos de F. solani a pimenteira-do-
reino quando ndo observaram infecgdes em mudas de feijdo, ervilha, abdbora e batata
inoculadas com Nectria haematococca f. sp. piperis. Uma vez que a inoculagdo do mesmo
isolado em mudas de pimenteira-do-reino resultou no desenvolvimento dos sintomas da doenga,
os autores atribuiram a denominacdo forma specialis piperis (ALBUQUERQUE; FERRAZ,
1976).

O fungo F. solani f. sp. piperis habita, naturalmente, os solos e sobrevive tanto na planta
guanto na matéria organica do solo, como sapréfita (MATOS; REINHARDT, 2009;
TREMACOLDI, 2010). O modo de penetragdo do fungo nas raizes ainda ndo foi
completamente esclarecido, mas acredita-se que seja de forma direta por meio de germinagéo
de clamiddsporo ou macroconidios que entram em contato com o sistema radicular das plantas.
De forma natural, observa-se que a infeccdo inicial pode ocorrer pelas raizes mais jovens e
raizes secundarias, em plantas com mais de dois anos de idade. O periodo chuvoso favorece a
multiplicacdo do patégeno e o avanco da colonizacdo dos tecidos das raizes em uma mesma
planta, bem como a disseminacdo da doenca entre plantas vizinhas (TREMACOLDI et al.,
2010; SCHERM; YANG, 1996; VENTURA,; COSTA, 2004).

Quanto aos sintomas da doenga, a infeccdo da fusariose geralmente inicia pelas raizes
mais jovens e secundérias de plantas com mais de 2 anos de idade. Com isso, as raizes
apodrecem e os sintomas reflexos na parte aérea das pimenteiras tornam-se mais visiveis, como
o amarelecimento, murcha e necrose das folhas. No estagio avangado, a podriddo alcanca o colo
da planta, ficando visivel o escurecimento dos tecidos internos do caule. Como o periodo
chuvoso favorece a fusariose, nas condi¢des paraenses de cultivo é comum as plantas morrerem
depois de 2 ou 3 anos com a doenca (TREMACOLDI et al., 2014).

O manejo da fusariose é dificultado pela forma de sobrevivéncia do patdgeno, sua alta
capacidade de competicao saprofitica e pela impossibilidade de diagnosticar a infec¢éo inicial
nas raizes no ambiente subterraneo. Devido a auséncia de produtos quimicos eficientes ou
cultivares comerciais resistentes, o controle indicado para F. solani f. sp. piperis ainda € a
prevencdao como o0 uso de mudas de alto padrao fitossanitario e monitoramento em campo. O
controle alternativo com o uso de residuos organicos como carapaca de caranguejo, casca de
mandioca e folhas de nim séo reportados como positivos em resultados de pesquisa (AGROFIT,
2023; BENCHIMOL; SUTTON; DIAS-FILHO, 2006; D’ADDAZIO et al., 2016; ROCHA et
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al., 2016; TREMACOLDI, 2010, 2014). Com isso, faz-se necessario o desenvolvimento de
novos métodos de controle, entre os quais o controle bioldgico, através da utilizacdo de
microrganismos antagonistas, tem sido apontado como opcao viavel em varios patossistemas
(BETTIOL; MORANDI, 2009; O’BRIEN, 2017).

3. O CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS DE PLANTAS

A crescente necessidade na demanda de alimentos devido ao crescimento populacional, a
maior concentracdo da populacéo nas cidades e o aumento da renda per capita fez com que a
atencdo agricola fosse voltada para 0 aumento da produtividade e diminuicdo das perdas da
producéo e rendimento anual devido a pragas e doengas (SAATH; FACHINELLO, 2018;
VALIN et al., 2014). Apesar da contribuicdo inegavel do uso do controle quimico no manejo
de doencas de plantas visando a seguranca alimentar, uma preocupagdo crescente sdo 0s
efeitos negativos desse método sobre a salde humana e o meio ambiente (LOPES;
ALBUQUERQUE, 2018).

Com isso, o controle biologico ou biocontrole ganhou espaco e vem se consolidando com
uma ferramenta importante no manejo de doencas de plantas podendo gerar efeitos na
producdo de alimentos, suprimento de nutrientes e equilibrio ambiental, afetando assim o
desenvolvimento econdmico e a sustentabilidade ecoldgica (O’BRIEN, 2017; HE, D. - C. et
al., 2021). Aléem disso, mostra-se como um meio alternativo de controle de doencas de plantas
onde a resisténcia a doencas ou o controle quimico ndo estdo disponiveis (COLLINGE,
2022).

O controle bioldgico pode ser conceituado simplesmente como “o controle de um
organismo por outro organismo, ou ainda o controle de um agente causal de uma doenga de
planta por um microrganismo antagonista” (MEYER; MAZARO; DA SILVIA, 2019, p. 21).
Contudo, o conceito mais aceito pela comunidade é o de Cook e Baker (1983), para os quais
o “controle bioldgico ¢ a reducdo da soma de indculo ou das atividades determinantes da

doenca, provocada por um patdgeno, realizada por um ou mais organismos que ndo o homem”.

Os organismos envolvidos no controle bioldgico sdo individuos ou populagdes avirulentas
ou hipovirulentas, denominado agente de controle biolégico - BCA, inseridas nas espécies
patogénicas (BETTIOL; MORANDI, 2009; JENSEN et al., 2016; TRONSMO et al., 2020).
Esse método de controle baseia-se nas relacdes antagdnicas que ocorrem entre diferentes
populacdes de microrganismos presentes na natureza e que mantém o equilibrio ecoldgico
entre essas comunidades em um dado hébitat (MATOS; DURRER; ANDREOTE, 2016). Os

fungos com potencial antagénico constituem os principais agentes microbianos utilizados para
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essa finalidade, espécies de leveduras e do género Trichoderma sdo os mais relatados, e
estudados no controle de fitopatogenos (AHMED; EL-FIKI, 2017; DRUZHININA et al.,
2011; MACHADO, et al. 2012; MEYER et al., 2019; SWAIN; MUKHERJEE, 2020).

O conhecimento dos mecanismos de antagonismo é essencial no desenvolvimento de
modelos racionais para a introducdo de biocontroladores em agroecossistemas. As relacdes
antagbnicas com potencial uso no controle bioldgico de doencgas de plantas séo (1) competicdo
de exploracdo por recursos como espaco fisico, nutrientes, microelementos, oxigénio, agua e
luz (2) competicdo de interferéncia por espaco via antibiose onde o BCA inibe o patdgeno por
meio de efeitos de metabdlitos secundarios toxicos; (3) parasitismo ou hiperparasitismo, onde
0 antagonista atua como predador e explora 0 patégeno como presa; (4) resisténcia induzida,
onde ocorre uma interacao indireta de um BCA via inducao de mecanismos de defesa da planta
contra patdgenos invasores (GHORBANPOUR et al., 2018; JENSEN; KARLSSON;
LINDAHL, 2017; MEDEIROS et al., 2018; MONTE; BETTIOL; HERMOSA, 2019;
SPADARO, 2016).

A competicdo € um mecanismo de acdo de importancia destacada devido ao alto poder
dos BCA em colonizar os substratos utilizando uma diversidade de nutrientes e a
vulnerabilidade de varios patogenos frente a falta de alguns desses nutrientes. Essa
caracteristica adaptativa para utilizar diversas fontes de carbono, nitrogénio, oxigénio e ferro
permite aos BCA uma acelerada multiplicacdo, ocupando os espacgos onde ha agua, luz e mais
nutrientes disponiveis (BENITEZ et al., 2004).

Na antibiose, mecanismo comparado com a acdo de fungicidas, os compostos
antimicrobianos, principalmente metabdlitos secundarios que incluem substéncias volateis e
ndo volateis atuam diretamente sobre o patdgeno, alterando a sua fisiologia ou crescimento
através da alteracdo da permeabilidade de membrana plasmatica e degradacdo celular
(MEDEIROS et al., 2018; MELLO, et al., 2020, TARIQ et al., 2017).

Quanto é observado um enfrentamento direto onde o BCA responde a estimulos quimicos
produzidos pelas hifas do patdgenos e cresce em direcdo ao mesmo, tem-se 0 parasitismo. Em
alguns casos o hiperparasita é capaz de enrolar-se em toda a extensdo do patdgeno, penetrar
as células e digerir seu conteudo (MACHADO, et al. 2012). Contudo, a penetracdo nédo é
primordial para o enfrentamento, muitas vezes apenas 0 contato fisico entre 0s
microrganismos € suficiente para que enzimas sejam liberadas pelo hiperparasita cause
desestabilidade estrutural da membrana e morte das células do patégeno (MEDEIROS et al.,
2018; SILVA et al., 2022). A producdo de enzimas liticas sdo caracteristicas fundamentais

dos BCA na prevencdo do desenvolvimento de patogenos (XIE et al., 2016). O BCA produz
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diferentes enzimas liticas, como as quitinases, proteases, lipases e esterases (LANTEIGNE et
al., 2012; SOARES et al., 2023).

Nas plantas, fungos e bactérias podem desempenhar um importante papel desencadeando
a inducéo de resisténcia. Com isso, podem fortalecer e estimular o sistema de defesa inato da
planta contra ataques patogénicos subsequentes com ativagédo de resisténcia local ou sistémica,
agindo como um mecanismo de controle bioldgico indireto (MELLO et al., 2020). A ativacao
das respostas de defesa das plantas se inicia pelo reconhecimento do agente indutor ou do
patdgeno. No caso do patdgeno, o reconhecimento pode ser mediado por receptores de
reconhecimento (PRRs) de padrdes moleculares associados aos patdgenos/ microrganismos
(PAMPs/MAMPs) ou pela interacdo entre os genes de resisténcia (R) da planta e efetores do
microrganismo. Apds o reconhecimento, uma série de mudancas nos padrdes transcricionais
da célula vegetal ocorre, visando a defesa. Alguns dos mecanismos de defesa ativados podem
envolver: producdo de espécies reativas de oxigénio, ocasionando a explosdo oxidativa na
célula desafiada, constituindo o que se conhece como reacdo de hipersensibilidade (RH);
ativacdo de genes de defesa; sintese de compostos toxicos como as fitoalexinas; sintese de
compostos capazes de promover mudancas estruturais na parede celular (DALLAGNOL,;
ARAUJO FILHO, 2018).

Acredita-se que poucos organismos exercam um Unico mecanismo antagonico. Assim, 0s
antagonistas podem atuar através de um ou mais mecanismos, aumentando as chances de
sucesso do controle bioldgico (MEDEIROS et al., 2018). O uso pratico de agentes de
biocontrole requer métodos de aplicacdo e dosagens adequadas dos produtos formulados, a
fim de garantir protecdo da planta ao ataque dos fitopatdégenos. Outro desafio para uso do
controle biolégico no campo € a resisténcia devido as mutacdes, transferéncia de genes ou
imunizacdo (MARIANO; SILVEIRA; GOMES, 2005).

4. PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE PLANTAS POR MICRORGANISMOS

A promogdo de crescimento de plantas por microrganismos é um tema de pesquisa em
constante evolucgdo, as interagdes planta-microrganismo é objeto de varios estudos visando o
desenvolvimento sustentavel e a preservacdo do meio ambiente. Estudos tém mostrado que uma
diversidade de microrganismos apresenta uma relacdo benefica com as plantas, colonizando
suas raizes e promovendo o crescimento do hospedeiro devido & acdo de varios fatores, seja
pela producdo de hormdnios vegetais, aminoacidos, absor¢do de nutrientes e até mesmo
inibicdo de fitopatogenos (DIAS-FILHO; GURGEL, 2021; ETESAMI; GLICK, 2020; HAKIM
et al, 2021; LOPES; STENBERG et al., 2021). Com isso, a inocula¢do de microrganismos
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promotores de crescimento em culturas agricolas pode aumentar a biomassa vegetal, melhorar
a produtividade das culturas, estimular a respiracdo, melhorar a fotossintese, aumentar a
tolerdncia das plantas a estresses abidticos e minimizar o uso de fertilizantes quimicos
conferindo sistemas agricolas mais sustentaveis e ecologicamente corretos (ABHILASH et al.,
2016; ASGHARI; KHADEMIAN; SEDAGHATI, 2020; SILVA et al., 2022; ETESAMI;
GLICK, 2020; MIMMO et al., 2018).

Quanto aos mecanismos de acdo que exercem efeitos positivos no crescimento das
plantas tem-se a producéo de fitohormonios, ou seja, acdo bioestimulante, que por sua vez,
influenciam em processos fisiologicos e de desenvolvimento das plantas em concentragdes
muito baixas como mensageiros gquimicos. O 4&cido indol-acético (AlA), fitohormdnio
geralmente investigado em testes de selecdo de microrganismos promotores de crescimento em
plantas (MPCP), é uma auxina comum e bem caracterizada que apresenta o triptofano como
principal precursor de sua biossintese (TAIZ; ZEIGER, 2013; UBIRACI et al., 2017). A
maioria dos microrganismos que habitam a rizosfera sao capazes de sintetizar e liberar auxina.
A auxina produzida por microrganismos aumenta a auxina na planta promovendo o aumento
na absorcdo de nutrientes e agua (OLENSKA et al., 2020). Este horménio desempenha um
papel importante na regulacéo da diviséo celular, crescimento de brotos, diferenciagéo de tecido
vascular e no desenvolvimento de raizes, além de contribuir para processos como fotossintese,
biossintese de metabolitos e resisténcia ao estresse (TAIZ; ZEIGER, 2013; MAHESHWARI;
DHEEMAN; AGARWAL, 2015).

A capacidade do microrganismo em colonizar as raizes ¢ o fator chave para sua
interferéncia no crescimento e produtividade da planta (HERRERA-JIMENEZ et al., 2018).
Além da acdo bioestimulante, os MPCP também apresentam 0 mecanismo de acao
biofertilizante quando aumentam a disponibilidade de substancias presentes no proprio
ambiente para o desenvolvimento da planta, tais como tais como a fixa¢do biologica do
nitrogénio, solubilizacdo do fosfato e producdo de sider6foros (LOPES; DIAS-FILHO;
GURGEL, 2021; SILVIA; DOURADO, 2022). Algumas espécies de Trichoderma podem
colonizar as raizes de plantas e aumentar a area total do sistema radicular levando a mudancas
significativas no metabolismo das plantas. Assim, os MPCP permitem as plantas maior acesso
aos minerais presentes no solo atuando positivamente na absor¢do de nutrientes pelas plantas,
acarretando o crescimento vegetal (HAKIM et al, 2021; RODRIGUEZ et al., 2004).

Além de inimeras fungdes dos MPCP na promocéo direta do crescimento vegetal, esses
microrganismos também atuam como agentes de biocontrole, promovendo o crescimento

vegetal de forma indireta participando do manejo de doengas de plantas contribuindo para um
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sistema de producdo mais sustentavel (MEDEIROS et al. 2018; SILVIA; DOURADO, 2022).
Os mecanismos de acdo dos MPCP carecem de muitos estudos, ainda ndao foi dominado as
complexas interacfes ecologicas que ocorrem entre microrganismo, planta e solo (SILVIA;
DOURADO, 2022).

5. ASPECTOS GERAIS DE Trichoderma spp. E SEU POTENCIAL DE USO NA
AGRICULTURA

O género Trichoderma é amplamente estudado e conhecido por sua capacidade de promover
o0 crescimento de plantas, agindo como um biocontrolador natural contra diversos patégenos do
solo (MEYER; MAZARO; SILVA, 2019; MUKHOPADHYAY; KUMAR, 2020;
TYSKIEWICZ et al., 2022). De acordo com Mycobank (2023), Trichoderma Persoon (1794)
pertence ao Reino Fungi; Filo Ascomycota; Ordem Hypocreales; Familia Hypocreaceae;
Género: Hypocrea (Teleomorfo) e Trichoderma (Anamorfo). O fungo apresenta crescimento
rapido e produz comumente col6nias com micélio branco, recobertas por massas de conidios
de coloracdo esverdeadas, na maioria das espécies, fenotipo que permite o facil reconhecimento
tanto em placas de Petri como em substrato natural (CHAVERRI; SAMUELS, 2003; MEYER,;
MAZARO; SILVA, 2019) (Figura 1). Na fase assexuada, abrangem numerosas espécies que
sdo formadas a partir do micélio vegetativo, conidi6foros com um eixo central e ramificaces
laterais, que terminam em espirais divergentes de células conidiogénicas do tipo fialide, com
formato de garrafa ou alongadas, produzindo tipicos conidios unicelulares; sdo largamente
distribuidos em solos de regibes de clima temperado e tropical; sdo encontrados com
prevaléncia em todos os tipos de solos cultivaveis; e muitas espécies sao capazes de antagonizar
fungos fitopatogénicos e estimular o crescimento de plantas (CHAVERRI; SAMUELS, 2003;
MACHADO et al., 2012; MEYER; MAZARO; SILVA, 2019; NIETO-JACOBO et al., 2017).
Nos ultimos anos ocorreu uma popularidade do biocontrole com um aumento
consideravel nas vendas de produtos biologicos, ndo somente entre os agricultores e diferentes
segmentos da sociedade brasileira, mas inclusive entre os técnicos das companhias de pesticidas
quimicos. E ressaltado também, a valorizagdo por parte das agéncias de fomento de pesquisa e
desenvolvimento, bem como em diversas instituicdes de pesquisa e ensino o desenvolvimento
de projetos com o objetivo de consolidar as formula¢6es com agentes de biocontrole (MEYER;
MAZARO; SILVA, 2019).
O género Trichoderma é considerado um dos principais fungos benéficos para a
agricultura (ABDULLAH et al., 2021; FERREIRA; MUSUMECI, 2021; WOO et al., 2023).

Os mecanismos do género Trichoderma na promocao de crescimento vegetal, em auséncia de
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fitopatdgenos, ainda sdo pouco esclarecidos em comparacdo aos mecanismos de acao
envolvendo o controle bioldégico (POMELLA; RIBEIRO, 2009). Varias espécies de
Trichoderma possuem um arsenal de mecanismos de acdo e produzem substancias
antimicrobianas que garantem um amplo espectro de atividade contra diferentes fitopatdgenos,
tornando-o valioso no controle biolégico de doengas de plantas (GHORBANPOUR et al.,
2018). Podem interagir com os fungos fitopatogénicos de diversas maneiras, tais como
antibiose, competicdo, parasitismo, hipoviruléncia, predacdo ou inducdo de defesa do
hospedeiro (GHORBANPOUR et al., 2018). Além disso, algumas espécies de Trichoderma
possuem potencial no crescimento de plantas de forma geral, incluindo os efeitos na germinacgéo
de sementes, emergéncia e desenvolvimento de plantulas, e producdo de gréos e frutos, pelo
aumento da absorcao de nutrientes pelas raizes, tolerancia a estresses abioticos e producéo de
horménios de crescimento, desta forma, reduzindo a necessidade de adubacéo (TYSKIEWICZ
et al., 2022). Ressaltando, em sua colonizacdo de plantas, nas raizes ou como endofitico, o
género Trichoderma evoluiu a capacidade de se comunicar com a planta e produzir inUmeros
beneficios multifacetados para seu hospedeiro (WOO et al., 2023; TYSKIEWICZ et al., 2022).

A exploracgéo da capacidade de Trichoderma spp. para atacar outros fungos tem permitido
o0 desenvolvimento de numerosos agentes de controle biolégico com demonstrada eficacia em
distintos sistemas produtivos (FERREIRA; MUSUMECI, 2021). Nos ultimos anos, os estudos
que apontam que espécies de Trichoderma promovem o crescimento das plantas estdo mais
frequentes (GONZALEZ; FUENTES, 2017; JALALI; ZAFARI; SALARI, 2017). Tudo isto
constitui o que pode ser chamado de “efeito Trichoderma” (TYSKIEWICZ, et al. 2022). Alguns
exemplos de estudos recentes relacionados ao uso de Trichoderma na agricultura como agente
de biocontrole e promotor de crescimento de plantas estao listados na Tabela 1.

Portanto, é inquestionavel que varias espécies de Trichoderma desempenha um papel
crucial na agricultura como um biocontrolador natural e promotor de crescimento de plantas.
Porém, para que o organismo desempenhe com exceléncia esses papeis ¢ fundamental a selecdo
de espécies adaptadas e eficientes no patossistema a ser introduzido e estabelecer as melhores
condigdes de uso. Diante a escassez de informacdes acerca do uso de um fungo antagbnico a
F. solani f. sp. piperis, agente causal da fusariose da pimenteira-do-reino, e promotor de
crescimento de pimenteira-do-reino, isolados de Trichoderma apresentam uma base cientifica
relevante para futuras investigacoes a respeito dos mecanismos de a¢ao especifica, producao de
compostos de interesse biotecnoldgico, associacdes com produtos quimicos e formulacdes,
assim como aplicabilidade efetiva nos manejos fitossanitarios, em diversos sistemas produtivos

e sob diferentes condigdes ambientais.
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Tabela 1. Estudos relacionados ao uso de Trichoderma na agricultura como agente de

biocontrole e promotor de crescimento de plantas

Cultura Patdgeno Objetivo de Resultado Referéncia
estudada estudo
Alface - Promocdo  Incremento no nimero (WONGLOM,;
de de folhas, biomassa e ITO;
crescimento  teor de clorofila total SUNPAPADO,
2022)
Amendoim  Macrophomina Controle  Até 71,11% de inibicio (MARTINEZ-
phaseolina bioldgico do crescimento do SALGADO et
potdgeno al., 2021)
Banana Fusarium Controle  Até 70 % de inibicdo do  (BUBICI E
oxysporum f.sp. bioldgico crescimento do KAUSHAL et
cubense potogeno al., 2019)
Erva-mate Fusarium Controle  Testes com metabolitos (QUEVEDO et
oxysporum bioldgico volatéis apresentaram al., 2022)

até 27,70% de inibicao
do patogeno

Milho Fusarium Controle Inibiu o crescimento de (ZHANG et
graminearum bioldgico/  patdgeno e aumentou a al., 2020)
Promocéao producéo.
de
crescimento
Milho Magnaporthiopsis ~ Controle Forte atividade (DEGANI,
maydis bioldgico antagbnica contra o DOR, 2021)
patégeno
Pimenta - Promocdo Interacdo benéficaentre  (YADAV et
malagueta de raiz de pimenta- al., 2023)
crescimento Trichoderma spp.

induzindo a promocgao
do crescimento das
plantas

Objetivou-se nesse estudo: (i) obter isolados de Trichoderma spp. de areas com Piper
spp. na Amazonia Oriental, (ii) selecionar isolados antagonicos a F. solani f. sp. piperis atraves
de testes in vitro, (iii) avaliar a capacidade de isolados de Trichoderma spp. em produzir
enzimas liticas, (iv) determinar o potencial de isolados de Trichoderma spp. em reduzir a
severidade da fusariose da pimenteira-do-reino, (v) determinar a capacidade de isolados de
Trichoderma spp. de produzir hormdénio de crescimento vegetal e vi) investigar a capacidade
de isolados de Trichoderma spp. de promover crescimento em mudas de pimenteira-do-reino

e avaliar seus efeitos nas respostas bioquimicas da planta.
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RESUMO

Entre os principais problemas fitossanitarios que comprometem a produtividade e a vida util da
pimenteira-do-reino, destaca-se a fusariose, causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. piperis
que é considerada a principal doenca incidente na cultura. Por se tratar de um fungo habitante
do solo, as medidas de manejo sdo laboriosas e, algumas delas ineficazes, sendo que o controle
amplamente utilizado para F. solani f. sp. piperis ainda é a prevencdo, uma vez que ainda ndo
foram desenvolvidas nenhuma cultivar resistente ou tolerante ao fitopatdgeno e ndo ha
regulamentacdo de defensivos agricolas direcionados a esse patossistema. A este respeito,
objetivou-se (i) obter isolados de Trichoderma spp. de areas com Piper spp. na Amaz6nia
Oriental, (ii) selecionar isolados antagdnicos a F. solani f. sp. piperis através de testes in vitro,
(iii) avaliar a capacidade de isolados de Trichoderma spp. em produzir enzimas liticas, (iv)
determinar o potencial de isolados de Trichoderma spp. em reduzir a severidade da fusariose
da pimenteira-do-reino. Um total de 80 isolados de Trichoderma spp. foi obtido e avaliado em
testes de antagonismo in vitro contra o F. solani f. sp. piperis. Foi avaliado a inibicdo de
crescimento micelial, indice e notas de velocidade de crescimento. Também foi verificada a
capacidade dos isolados de Trichoderma spp. de produzir enzimas liticas. Foram selecionados
oito isolados antagonicos (T9, T18, T44, T62, T69, T76, T77 e T80) nos testes in vitro e
avaliados quanto ao potencial de biocontrole sobre a fusariose em mudas pimenteira-do-reino.
Mudas de pimenteira-do-reino foram primeiramente inoculadas com os isolados de
Trichoderma spp. e posteriormente com F. solani f. sp. piperis. As mudas foram avaliadas por
30 dias através de medigcdes semanais do didmetro da lesdo causada pelo patdgeno para
determinacdo da area abaixo da curva de progresso da doenca — AACPD. Os resultados dos
testes in vitro apresentaram médias de inibicdo micelial do F. solani f. sp. piperis de até 21,89%
no teste de pareamento de culturas, 80% pela escala de notas de Bell e 61,81% no ensaio de
compostos volateis em relacdo ao tratamento controle. A maioria dos isolados de Trichoderma
spp. produziram pelo menos uma enzima litica. Os isolados de Trichoderma spp. selecionados
reduziram significativamente os sintomas causados pelo patégeno em relacdo a testemunha,
variando entre 27,30% e 77,80%. Os isolados T80 (77,80%), T18 (73,06%) e T44 (56,40%)
apresentaram melhores resultados quando comparados com o produto comercial (44,56%).
Conclui-se que os isolados selecionados obtidos de areas com Piper spp. mostram um bom
desempenho na inibicdo a F. solani f. sp. piperis, surgindo como nova alternativa para o uso
desses microrganismos independentes ou integrado a outros manejos a fusariose da pimenteira-
do-reino.

Palavras-chave: Biocontrole, Piper nigrum, controle de doenca fungica
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ABSTRACT

Among the main phytosanitary problems that compromise the productivity and lifespan of black
pepper plants, fusariosis stands out, caused by the fungus Fusarium solani f. sp. piperis, which
is considered the primary disease affecting the crop. Due to being a soil-inhabiting fungus,
management measures are laborious and some of them ineffective. The widely used control for
F. solani f. sp. piperis is still prevention, as no resistant or tolerant cultivars to the
phytopathogen have been developed, and there is no regulation of agricultural pesticides
targeting this pathosystem. In this regard, the objectives were to (i) obtain Trichoderma spp.
isolates from areas with Piper spp. in the Eastern Amazon, (ii) select isolates antagonistic to F.
solani f. sp. piperis through in vitro tests, (iii) evaluate the capacity of Trichoderma spp. isolates
to produce lytic enzymes, (iv) determine the potential of Trichoderma spp. isolates to reduce
the severity of black pepper fusariosis. A total of 80 Trichoderma spp. isolates were obtained
and evaluated in in vitro antagonism tests against F. solani f. sp. piperis. The inhibition of
mycelial growth, index, and growth rate scores were evaluated. The capacity of Trichoderma
spp. isolates to produce lytic enzymes was also verified. Eight antagonistic isolates (T9, T18,
T44, T62, T69, T76, T77, and T80) were selected in in vitro tests and evaluated for their
biocontrol potential against fusariosis in black pepper seedlings. Over 30 days, seedlings were
observed, and lesion diameters were measured, determined through the area under the disease
progress curve (AUDPC). The results of the in vitro tests showed average mycelial inhibition
of F. solani f. sp. piperis of up to 21.89% in the culture pairing test, 80% by the Bell scale, and
61.81% in the volatile compounds assay compared to the control treatment. Most Trichoderma
spp. isolates produced at least one lytic enzyme. The selected Trichoderma spp. isolates
significantly reduced symptoms caused by the pathogen compared to the control, ranging from
27.30% to 77.80%. Isolates T80 (77.80%), T18 (73.06%) and T44 (56.40%) showed better
results compared to the commercial product (44.56%). It is concluded that the selected isolates
obtained from areas with Piper spp. show good performance in inhibiting F. solani f. sp. piperis,
emerging as a new alternative for the use of these microorganisms independently or integrated
with other management practices for black pepper fusariosis.

Keywords: Piper nigrum, Trichoderma spp., biocontrol, fungal disease control
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1. INTRODUCAO

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) € uma especiaria de grande importancia
comercial, com uma histdria de exploracdo milenar, cultivada como comodity agricola e com
espaco garantido nas especulacdes financeiras em bolsas de valores (CARNEIRO JUNIOR et
al., 2017). No Brasil, a producdo de pimenta-do-reino estd distribuida principalmente nos
estados do Para, maior produtor nacional até 2016, Espirito Santo, que em 2017 assumiu a
lideranca, tornando-se, pela primeira vez, o maior produtor de pimenta-do-reino do Brasil e
Bahia na terceira posicdo na producdo nacional (IBGE, 2022). No estado do Pard, a
pipericultura é de maior destaque do agroneg6cio paraense, assumindo posicéo relevante na
pauta de exportacdes agricolas e na ocupacdo de mao-de-obra no meio rural (CARNEIRO
JUNIOR et al., 2017).

A producéo da pimenteira-do-reino, no Brasil, é limitada por problemas fitossanitarios.
A fusariose da pimenteira-do-reino, também conhecida como podridao-das-raizes, doenca
restrita ao Brasil, causada pelo fungo de solo Fusarium solani Mart. (Sacc.) f. sp. piperis Albug.
é a principal doenca da cultura, a qual reduz a vida util de uma lavoura de 12 anos para cinco
ou seis anos (CARNEIRO JUNIOR et al., 2017; LOURINHO et al., 2014; TREMACOLDI,
2010). O sintoma caracteristico da doenca € o apodrecimento gradual das raizes da pimenteira
e, posteriormente, do colo da planta ficando visivel o escurecimento dos tecidos internos do
caule. Com o sistema radicular comprometido e a obstrucdo dos vasos condutores da planta
ocorre & murcha, queda das folhas e internodios (OLIVEIRA, 2012; TREMACOLDI, 2014).

Por se tratar de um fungo habitante do solo, as medidas de manejo do F. solani f. sp.
piperis sdo laboriosas e, algumas delas ineficazes. O controle amplamente utilizado para a
fusariose da pimenteira-do-reino ainda é a prevencdo, uma vez que ainda ndo foram
desenvolvidas cultivares resistentes ou tolerante ao fitopatdgeno e nao ha regulamentacéo de
defensivos agricolas direcionados ao patossistema (AGROFIT, 2023; SILVA et al., 2011;
TREMACOLDI, 2010). Para superar esses obstaculos, surge a necessidade de explorar novas
abordagens ou estratégias de manejo para fusariose da pimenteira-do-reino.

O controle bioldgico, através da utilizacdo de microrganismos antagonistas, tem se
estabelecido como uma estratégia potencial de controle de doencas de plantas em varios
patossistemas (BETTIOL; MORANDI, 2009; O’BRIEN, 2017). Espécies pertencentes ao
género Trichoderma sdo os antagonistas de fungos fitopatogénicos mais estudados (MEYER;
MAZARO; SILVA, 2019). Varios mecanismos de acdo, como producdo de metabdlitos volateis
e ndo-volateis, competicdo por espaco e nutrientes, atividade enzimaética hidrolitica e
parasitismo (ASAD, 2022; BRITO et al.,, 2014; MUKHOPADHYAY; KUMAR, 2020;
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SOARES et al., 2023) atuam no controle, bem como a producéo de outras substancias que
melhoram o crescimento das plantas (PASCHOLATI; SOUZA; CARDOSO FILHO, 2019).
Para atender a demanda de desenvolvimento de programas de controle biologico, a formacéo
de colecBes de culturas microbianas é fundamental por ser a primeira etapa do processo de
selecdo de antagonistas, ao abranger um estoque representativo de amostras de isolados e
oportunidade de gerar informacgdes economicamente que levem ao uso em maior escala desses
microrganismos (MELLO, 2008).

Numerosos estudos relatam a aplicacdo bem-sucedida e eficiente do controle bioldgico
em uma ampla gama de doengas causadas por fungos fitopatogénicos (ASAD, 2022). Por
exemplo, varias espécies de Trichoderma sdo conhecidas ha muito tempo como antagonistas
ativos contra Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Cochliobolus heterostrophus,
Colletotrichum acutatum, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Alternaria alternate (ABBAS;
JIANG; FU, 2017; CHAKRAPAN, 2019; ES-SOUFI et al., 2020; FREEMAN et al., 2004; Ji
etal., 2021; QUEVEDO et al., 2022; WANG et al., 2019).

Apesar da importancia da pipericultura no cenario internacional e nacional,
conhecimentos que garantam a producgéo sustentavel e econdémica da cultura ainda séo exiguos
(SILVAZetal., 2011). Contudo, 0 manejo da fusariose da pimenteira-do-reino carece de estudos,
principalmente diante da biodiversidade inexplorada existente na Amazé6nia. Trabalhamos com
a hipotese de que a introducdo do controle bioldgico com Trichoderma o manejo da fusariose
em pimenteira-do-reino pode reduzir os danos causados pela doenca. Assim, este trabalho teve
como objetivos: (i) obter isolados de Trichoderma spp. de areas com Piper spp. na Amazonia
Oriental, (ii) selecionar e identificar isolados antagdnicos a F. solani f. sp. piperis através de
testes in vitro, (iii) avaliar a capacidade de isolados de Trichoderma spp. em produzir enzimas
liticas e (iv) determinar o potencial de isolados de Trichoderma spp. em reduzir a severidade

da fusariose da pimenteira-do-reino.

2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios in vitro e in vivo foram conduzidos no Laboratorio e em casa-de-vegetacao,
respectivamente, do Departamento de Fitopatologia da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria da Amazonia Oriental - EMBRAPA, latitude 1°26°30” S, longitude 48°26°44”
W, Belém, Para, Brasil, no periodo entre 2021 e 2023.

2.1. Obtencéo e reativacéo do isolado de Fusarium solani f. sp. piperis

O isolado de F. solani f. sp. piperis utilizado nos ensaios, proveniente do Municipio de

Baido, PA, foi obtido na colecdo de trabalho do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
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Amazonia Oriental. Para reativacdo e confirmagao da viruléncia do patégeno, o isolado de F.
solani f. sp. piperis foi inoculado em mudas de pimenteira-do-reino do cultivar “Embrapa-

Clonada” com aproximadamente 6 meses de idade.

2.2. Obtencéo dos isolados de Trichoderma spp.
2.2.1. Local e coleta de amostras

A érea de coleta para obtencdo de isolados de Trichoderma spp. abrangeu alguns dos
principais municipios produtores de pimenta-do-reino do estado do Pard, com destaque para
mesorregido do Nordeste Paraense, além da capital do Estado, Belém. Amostras de solo e raizes
de pimenteira-do-reino e pimenta longa, de plantas aparentemente sadias, foram coletadas em
30 propriedades comerciais distribuidas nos municipios de Capitdo Poco, Garrafdao do Norte e
Nova Esperanca do Pirid e em uma area nao comercial nas dependéncias da EMBRAPA
Amazodnia Oriental em Belém, respectivamente.

Foram realizados 20 pontos de coleta para cada propriedade comercial de pimenteira-do-
reino e 30 pontos de coleta em area nao comercial de pimenta longa. As coletas foram
realizadas retirando amostras de solo e raizes na base de plantas sadias, a distancia aproximada
de 5 cm do colo e de 0-10 cm de profundidade. As amostras, acondicionadas em sacolas

plasticas, foram identificadas e armazenadas a sombra, até o transporte ao laboratorio.

2.2.2. Isolamento e preservacgao dos isolados de Trichoderma spp.

As amostras foram encaminhadas para isolamento de Trichoderma spp. com o0 uso de
meios de cultura semi-seletivos de Martin (MM) (10 g de dextrose + 0,5 g de sulfato de
magnésio + 0,5 g de peptona + 0,5 g extrato de carne + 0,05 g rosa de bengala + 20 g de agar +
0,3 g de cloranfenicol + 1000 mL de &gua destilada), previamente autoclavados a 120 °C e 1
atm por 20 minutos. Duas metodologias de isolamento indireto foram utilizadas, uma a partir
de diluicdo seriada de suspenséo de solo e outra por plaqueamento direto de particulas de solo
e raizes.

No primeiro método, de cada amostra, 10g de solo foram colocados em erlenmeyer de
250 mL com 90 g de agua destilada e esterilizada, posteriormente agitados a 170 rpm por 40
minutos. Em seguida, a suspenséo de solo foi submetida a dilui¢Ges seriadas conforme Dhingra
e Sinclair (1995) em série até 10  agitando-se os tubos de ensaio em vortex até suspensio
completa das particulas. Foi realizado o plaqueamento, pipetando 1 mL da suspensdo de solo
diluida em placas, com o auxilio de uma alga de Drigalsky, contendo meio de cultura. O
segundo método foi por meio de plagueamento direto de particulas de solo, onde 20 g de solo
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de cada amostra foi lavado com &gua destilada utilizando peneira de 400 mesh e seco em papel
filtro. ApoOs esse procedimento, 4 fragmentos de solo, com auxilio de uma pinga, foram
plaqueados em meio MM (adaptado de BRITO et al., 2010). Fragmentos de raizes de cada
amostra, ap6s desinfeccdo superficial, também foram plaqueados, com auxilio de uma pinga,
em meio de cultura (SANTAMARIA; BAYMAN, 2005). As placas foram incubadas sob 25°C
no escuro durante cinco dias, apds esse periodo, as placas que apresentaram micélio foram
transferidas para meio BDA — batata-dextrose-agar (200g de infusdo batata + 20 g de dextrose
+ 20 g de agar + 0,3 g cloranfenicol + 1000 mL de &gua destilada), incubados sob 25°C com
fotofase de 12 horas.

As placas foram observadas diariamente e para col6nias tipicas de Trichoderma, foram
confeccionadas laminas para exames das caracteristicas morfoldgicas ao microscopio optico e
identificacdo do fungo em nivel de género seguindo conforme a chave analitica proposta por
Samuels et al. (2009). As colonias confirmadas como sendo de Trichoderma spp. foram
purificadas e as culturas monospdricas obtidas. As culturas puras formadas a partir de um Gnico
esporo foram transferidas individualmente para 0 meio BDA em tubos de ensaio e preservados,
em triplicata, em 0leo mineral e pelo método de Castellani (1939), com ADE (4gua deionizada
e esterilizada) sob temperatura ambiente, permanecendo registrados e disponiveis para os testes

subsequentes.

2.3. Selecdo dos isolados de Trichoderma spp. quanto ao potencial antagbnico

2.3.1. Pareamento de culturas

Os 80 isolados de Trichoderma spp. obtidos foram avaliados quanto ao seu desempenho
antagonico pelo método de pareamento de coldnias in vitro. Em placas de Petri (90 mm @),
contendo o meio BDA, foram depositados paralelamente dois discos miceliais (6mm @): um
com isolado de Trichoderma e outro com F. solani f. sp. piperis, ambos a aproximadamente 8
mm de distancia em relacéo a borda da placa. Primeiramente foi depositado o patégeno e apds
48h, devido o lento crescimento da colonia de F. solani f. sp. piperis em relacdo ao
Trichoderma, o candidato a antagonista. No tratamento controle foi depositado, paralelamente,
um discos fungicos do isolado fitopatogénico e um disco apenas com BDA, totalizando 81
tratamentos com quatro repeti¢des cada. As placas foram incubadas por sete dias a 28 + 2 °C,
sob fotoperiodo de 12 horas e, a cada 48 horas, foram aferidos os raios de crescimento micelial
do patégeno e do antagonista, com auxilio de um paquimetro digital. A partir dos valores
aferidos foram calculados valores de porcentagem de inibicdo de crescimento micelial — PIC =

[(diametro da testemunha — didmetro do tratamento / didmetro da testemunha) / 100]
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(EDGINTON et al., 1971) e o indice de velocidade de crescimento micelial — IVCM =
[(diametro final da col6nia / nimero de dias de incubacao) / 100] (OLIVEIRA, 1991).

Ao final do periodo de incubacdo das placas, o indice antagbnico entre os isolados
também foi avaliado qualitativamente através da escala de notas proposta por Bell et al. (1982),
onde: 0 antagonista cresce por toda a placa de Petri (1); o antagonista cresce sobre 2/3 da placa
(2); o antagonista e 0 patdgeno crescem até a metade da placa (3); o patdégeno cresce sobre 2/3

da placa (4); o patégeno cresce por toda placa de Petri (5).

2.3.2. Agdo de metabdlitos volateis de Trichoderma spp. sobre Fusarium solani f. sp.
piperis

Para avaliar o efeito dos compostos volateis (COVs) dos 80 isolados de Trichoderma
spp. sobre o fitopatdgeno F. solani f. sp. piperis foi realizada a técnica de placas dupla proposta
por Dennis e Webster (1971). No centro da placa de Petri (90 mm @), contendo meio cultura
solidificado, foi depositado disco de micélio (6 mm @) colonizado por Trichoderma. Da mesma
forma, no centro de outra placa de Petri, foi colocado um disco de micélio (6 mm @) colonizado
pelo patdgeno. As placas contendo antagonista e patogeno foram sobrepostas formando uma
atmosfera compartilhada e unidas com plastico Parafilm®, com a placa contendo o patdgeno
na posicao superior. Como testemunha, foi sobreposta uma base contendo o patdgeno e outra
contendo apenas meio BDA, totalizando 81 tratamentos com quatro repeticdes cada. As placas
foram transferidas para cdmara de incubacao sob as condigdes de temperatura e fotoperiodo
controladas (dez dias a 25 °C e fotoperiodo de 12 h).

Apos a total colonizacdo do meio de cultura no tratamento controle, foram realizadas
medidas do didmetro das col6nias com o auxilio de um paquimetro digital. Os valores médios
de inibicdo do crescimento micelial sdo calculados com o uso da formula: | = (C-T) /C x 100,
onde | representa a porcentagem de inibicdo, C os valores da medida de diametro das col6nias
do patégeno sem a presenca do antagonista, e T os valores dos tratamentos com a presenca do

antagonista.

2.3.3.Caracterizacdo quanto a producdo de enzimas liticas por isolados de Trichoderma
ssp.

A avaliagdo da producdo de enzimas foi realizada qualitativamente em meios
indicadores solidos, para: (a) protease através de Smiberg e Krieg (1981); (b) amilase por
Lodder e Kreger -Van (1952), contendo 0,2% de amido soltvel Conn et al. (1957); (c) quitinase
atraves da metodologia de Fleuri et al. (2009), com adaptagdes; (d) lipase de acordo com 0 meio
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de Sierra (1957), acrescido de Tween 80; (e) esterase de acordo com 0 meio de Sierra (1957),
acrescido de Tween 20.

Em cada meio especifico, os isolados de Trichoderma spp., selecionado nos ensaios
de pareamento e compostos volateis, foram semeadas pontualmente com auxilio de um palito
de madeira estéril, em quadruplicata. Como testemunha um tratamento foi conduzido sem a
deposicdo de Trichoderma nos meios enzimaticos avaliados.

As placas foram incubadas a 25 + 3 °C e ap0s 24 horas, observou-se diariamente a
formacdo ou ndo de um halo translicido para protease, amilase, quitinase, lipase e esterase,

em volta das col6nias fungicas.

2.3. Potencial antagdnico in vivo dos isolados selecionados

Os melhores isolados de Trichoderma spp., selecionados nos testes in vitro, foram
avaliados no experimento em casa de vegetacdo. O potencial biocontrolador dos isolados
selecionados de Trichoderma spp. foi avaliado em mudas de pimenteira-do-reino inoculadas
com o patogeno F. solani f. sp. piperis em casa de vegetacdo. O experimento foi em Bloco
Inteiramente Casualizado (DBC), com nove tratamentos, sendo oito isolados de Trichoderma
spp. com codigos T9, T18, T44, T62, T69, T76, T77, T80 e um tratamento controle (TO, sem a

presenca de Trichoderma), com cinco repeticoes.

2.5.1. Material Vegetal

As mudas utilizadas no experimento foram da cultivar “Embrapa/Clonada”, com
aproximadamente quatro meses de idade, obtidas através de estaquia e provenientes do Viveiro
ProMudas, Castanhal, Par4, Brasil.

Apos o transplantio, as mudas foram mantidas em casa de vegetacao, cultivadas em
vasos com capacidade para trés litros contendo fibra de coco estéril. As plantas foram mantidas
por irrigacdo periodica (100 ml/dia), conforme sua necessidade hidrica, e foram irrigadas
quinzenalmente com 100 mL de solugéo nutritiva do meio MS (MURASHIG; SKOOG, 1962).

2.5.2. Preparacao das suspensdes dos isolados selecionados de Trichoderma

Os isolados de Trichoderma spp. testados neste experimento T9, T18, T44, T62, T69,
T76, T77, T80 foram cultivados em meio BDA por sete dias. A partir das colonias dos fungos
foi preparada uma suspensdo aquosa de esporos de 500 mL, com concentragdo de 1x10’
esporo/mL para cada isolado. Um tratamento com produto comercial formulado a base de mix
de espécies de Trichoderma (Tribalance ®(1, concentragdo 1x10’ esporo/mL) utilizado por

pipericultores da regido foi adicionado ao experimento (controle positivo).
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2.5.3. Instalacéo do experimento

Ap0s 60 dias, quando as mudas de pimenteira-do-reino atingiram um crescimento médio
de 30 cm de altura, as plantas foram inoculadas com suspensdo de esporo dos isolados
selecionados de Trichoderma por meio de irrigacdo em solo, sendo 100 mL de suspenséo por
vaso, no corte meia lua previamente realizado ao redor do colo da planta. Cada tratamento foi
realizado separadamente, sendo o tratamento controle absoluto apenas com agua destilada e
esterilizada.

A inoculagéo do patdgeno foi realizada no caule da planta com o fitopatdégeno F. solani
f. sp. piperis, apo6s sete dias ao tratamento com Trichoderma, com auxilio de uma agulha
infestada com a suspensdo de esporos do patdgeno (1x10° esporos ml™). Em seguida, foi
aplicada gaze umedecida com agua destilada esterilizada em volta da lesdo como camara imida,
por 48 horas, e mantidas em casa de vegetacao.

As avaliacOes quantitativas foram efetuadas de sete em sete dias apds a inoculagdo com
0 patégeno até a morte da primeira planta de qualquer tratamento. Foi avaliado o tamanho da
lesdo com auxilio de um paquimetro digital, para calculo de area abaixo da curva de progresso
da doenca — AACPD, através da soma das médias das lesdes com o intervalo de avaliagdes. Foi
realizada uma avaliacdo descritiva de acordo com a escala de notas (Tabela 1) para avaliagdo
da fusariose em P. nigrum descrita por Ventura (2010 apud D’ADDAZIO, 2017).

Tabela 1: Escala de notas para avaliagao da fusariose em Piper nigrum, causada por Fusarium
solani f. sp. piperis

Nota Descricao
1 Sem sintomas perceptiveis
2 Sintomas muito leves no ponto de inoculagao (lesao <5 mm)
3 Algumas folhas cloroticas, lesdes nos entrends (5-15 mm)
4 Folhas com clorose (lesao 15-20 mm)
5 Plantas com sintoma de murcha e clorose (lesdo 20-25 mm)
6 Clorose e murcha das folhas e ramos; pode ocorrer queda dos entrends (lesdao 25-
30 mm)
7 Clorose, murcha e necrose limitada em cerca de 50% das folhas e queda dos

entrends (lesao 30-35 mm)

8 Sintomas severos ocorrem a queda dos entrends (lesdao >35 mm)
9 Sintomas de desfolha severa, clorose ¢ murcha em 75% das folhas ou mais. Plantas
morta

Fonte: VENTURA, 2010 apud D’ADDAZIO, 2017.
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2.6. Andlises estatisticas

As comparag0es e determinagdes do potencial biocontrolador, entre isolados utilizados
nos experimentos in vitro e in vivo, foram realizadas separadamente, por meio de analise de
variancia - ANOVA. Para as analises significativamente diferentes (p < 0,05), as médias foram
comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando programa estatistico
Sisvar versdo 5.3 (FERREIRA, 2014).

3. RESULTADOS
3.1. Reativacdo do isolado de Fusarium solani f. sp. piperis

O isolado de F. solani f. sp. piperis foi reativado e sua viruléncia comprovada ap6s 7 dias
de incubacdo, através da observacao dos sintomas no local onde foi realizado o ferimento e a
inoculacdo, apresentando lesGes bem delimitadas de coloracdo marrom escuro e, posteriormente

morte das plantas (Figura 1).

Figura 1: Reativacdo da viruléncia do patégeno F. solani f. sp. piperis atraves de
inoculacGes em mudas de pimenteira-do-reino

(A) Cultura pura de F. solani f. sp. piperis; (B) inocula¢do do F. solani f. sp. piperis em mudas de pimenteira-
do-reino; (C) sintoma da fusariose: les6es bem delimitadas de coloracdo marrom escuro; (D) morte das mudas
inoculada.

3.2. Obtencdo dos isolados de Trichoderma spp.

Foram obtidos 80 isolados de Trichoderma spp. (Tabela 2), com grande variedade
morfoldgica entre as col6nias (Figura 2), sendo 53 isolados provenientes de amostras de solo
e 27 de raizes de Piper spp. Os isolados estdo descritos com codigos de T1 a T80, conforme a

ordem de isolamento.
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Tabela 2. Local de coleta, material de isolamento e nimero de acessos de Trichoderma

spp. isolados em areas com Piper na Amazoénia Oriental

Acessos de
Trichoderma

Local de Coleta

Material de
Isolamento

T1aT53

T54aT71

T72aT78

T79aT80

Capitdo Poco/PA
Latitude S02°25'08" / Longitude
W48°09'08"

Garrafao do Norte/PA

Latitude S01°56'03" / Longitude
W47°03'09"

Nova Esperanca do Piria/PA
Latitude S02°16'04” / Longitude
W46°58'03"

Belém/PA

Latitude S01°26°30” / Longitude
WA48°26°44”

Raiz Piper nigrum;
Solo

Raiz P. nigrum;
Solo

Raiz P. nigrum;
Solo

Raiz Piper
tuberculatum;

Solo

Figura 2: Diversidade na aparéncia de col6nia de diferentes isolados de Trichoderma spp.*

em BDA

* Na sequéncia tem-se os isolados T12, T13, T16, T17, T18, T19, T24, T25, T26, T34, T69 e T80.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
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Os isolados foram rotineiramente cultivados em meio BDA, sob temperatura de 25 *
2°C, e preservados pelo método de conservacao em agua destilada estéril, método Castellani, e
em oOleo mineral estéril (COSTA et al., 2020). Os isolados obtidos foram depositados na
Colecdo de Fungos de Solo — CFS do laboratdrio de Fungos de Solo da Universidade Federal
Rural do Pernambuco — LAFSOL/UFRPE e na Micoteca do Laboratério de Fitopatologia da

Embrapa Amazodnia Oriental.

3.3. Selecéo dos isolados de Trichoderma spp. quanto ao seu potencial antagdnico sobre

Fusarium solani f. sp. piperis

3.3.1. Pareamento de culturas

Sobre o desempenho dos isolados de Trichoderma spp. avaliados contra F. solani f. sp.
piperis, os resultados indicaram que, dos 80 isolados apenas seis ndo expressaram capacidade
antagonica sobre a inibicdo micelial do patégeno (PIC), quando comparados ao tratamento
controle. Os demais desempenharam porcentagens de inibicdo que variavam entre
aproximadamente 2-7% (35 isolados) e 8-22% (39 isolados). Assim, segundo as médias do
indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), apenas as médias do grupo 3 obtiveram
resultados ndo significativos, semelhantemente aos IVCM do tratamento controle. As médias

dentro de um mesmo grupo nao diferem entre si (Tabela 3).

Tabela 3. Avaliacdo in vitro da atividade antagonica de isolados de Trichoderma spp. contra
F. solani f. sp. piperis

Grupos Tratamento/Codigo dos Isolados IVCM? % PIC!

1 T62, T69, T77, T44, T76, T18, T60, T80, 37,39-4455 a°® 21,89-7,96
T10, TO9, T21, T17, T54, T27, T63, T70,
T26, T20, T11, T43, T02, T49, T36, T29,
T14,T22, T67, T42, T64, T61, T15, TS8,
T73, T07, T16, T31, T74, T30, T78

2 TO1, T12, T37,T32, T47,T33, T53, T46, 44,66-47,17 b 6,71 - 1,56
T65, TO6, TS9, T57, T66, T24, T25, T71,
T23,T38, TO3, T79, T72, TO8, T34, T28,
T45, T52, T48, T04, T40, T41, T19, T51,
TO5, T75, TS0

3 T56, T39, Controle, T55, T35, T68, T13 47,87-5101 c ---

CV%?* 6,45

LPIC: Inibicio de Crescimento Micelial (mm?) = [(didmetro da testemunha — didmetro do tratamento / didmetro
da testemunha) / 100]; 2 IVCM: indice de Velocidade de Crescimento Micelial (mm?) = [(diametro final da col6nia
/ nimero de dias de incubagéo) / 100]. * Médias do mesmo grupo, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott
Knott a 5% de probabilidade. Médias com diferentes letras na coluna diferem entre si pelo teste de Scott Knott a
5% de probabilidade. 4 Coeficiente de Variagdo. Trichoderma spp. em destaque, negrito, representam isolados com
PIC maior que 13%.
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Com base na escala de Bell et al. (1982) observou-se que da totalidade dos isolados de
Trichoderma spp. avaliados contra o F. solani f. sp. piperis (Tabela 4), quatro cresceram até a
metade da placa de Petri (isolados do grupo 3), obtendo cerca de 40% de antagonismo, nove
isolados cresceram sobre 2/3 da placa (isolados do grupo 2), conseguindo 60% de antagonismo,
e 67 isolados (isolados do grupo 1) conseguiram se desenvolver por toda a placa, com melhores
resultados, compreendendo cerca de 80% de antagonismo. A Figura 3 apresenta a atividade
antifingica dos melhores isolados de Trichoderma spp., selecionados nos testes in vitro, sobre

F. solani f. sp. piperis.

Tabela 4: Classificacdo dos isolados de Trichoderma spp. quanto ao antagonismo
a F. solani f. sp. piperis segundo as escalas de Bell (1982)

Grupos Tratamento/Codigo dos Notas
Isolados Bell (1982) *
1 TO01, TO2, TO3, TO4, TO5,

T06, T07, T08, T09, T10,
T11, T14, T15, T16, T17,
T18, T20, T21, T22,
T25,T26, T27, 728, T29, 1al

T30, T31, T32, T33, T36,
T37, T38, T40, T41, T42,
T43, T44, T45, T46, T47,
T48, T49, T52, T53, T54,
T57, 758, T59, T60, T61,
T62, T63, T64, T65, T66,
T67, T68, T69, T70, T71,
T72,T73, T74, 776, T77,

T78,T79, T80
2 T12, T19, T23, T24, T34, 2b
T50, T51, T56, T75
3 T13, T35, T39, T55 3c
4 Controle 4d
CV%? 5,19

“ Nota 1: o antagonista cresce por toda a placa de Petri; Nota 2: o antagonista cresce sobre 2/3 da
placa; Nota 3: o0 antagonista e o patégeno crescem até a metade da placa; Nota 4: o patdgeno cresce
sobre 2/3 da placa. ' Médias do mesmo grupo, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott
Knott a 5% de probabilidade. Médias com diferentes letras na coluna diferem entre si pelo teste de
Scott Knott a 5% de probabilidade. 2 Coeficiente de Variagao.
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Figura 3. Antagonismo de isolados de Trichoderma spp. sobre F. solani f. sp. piperis

através do teste de culturas pareadas, em meio BDA, ap0s 7 dias de cultivo

(TQ) Controle. (T) Indica a posicdo do isolado de Trichoderma spp. (F) Indica a posicéo do F. solani f.
sp. piperis.

3.3.2. Acdo de metabolitos voléateis de isolados de Trichoderma spp.

45

Pelo teste de antibiose, observou-se acdo dos metabdlitos volateis produzidos por

Trichoderma spp. (Figura 4). Os isolados de 11 grupos (grupos de 1-11) foram estatisticamente

eficientes segundo as médias dos IVCM e, consequentemente, na porcentagem da reducdo do

crescimento micelial de F. solani f. sp. piperis, quando comparados ao tratamento controle, com

melhores resultados observados para nos tratamentos T17, T09, T43 e T69 (Tabela 5).

Tabela 5: Inibicdo do crescimento micelial de F. solani f. sp. piperis por Trichoderma spp.
por meio de metabdlitos volateis

Grupo Isolados IVCM 2 % PIC?

1 T17, T09, T43, T69 30,55 - 32,02 3.3 61,81- 59,98

2 T77,T62, T80, T44, TO7 33,96-3445 b 57,55 - 56,94

3 T11,7T70,T31,T18, T76, T64 36,51-38,57 ¢ 54,36 - 51,79

4 TO03, T15, T37, T02, T10, T49, TO1, 40,91 -4555 d 48,86 - 43,06
TO08, T14,T29, T42, T54

5 T16, TO6, T63, T58, T04, T46, T36, 52,62-57,82 e 34,23 - 27,73
T25, T57, T28, T30, T40

6 T21,T26, T65, T27,T38, T52, T73, 62,28 -66,92 f 22,15-16,35

TO5, T24, T66, T45, T48, T53
7 T41,T78,T12, T71,T74, T20, T59 68,57 -70,65 ¢ 14,29 -11,69
8 T79,T61, T22, T47,T72, T50 71,64 -72,27 h 10,45 - 9,66

Continua.
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Continua.
9 T67,T19, T23, T51, T60 73,99-7461 i 7,51-6,74
10 T32,T34,T39, T68 75,76 - 76,30 j 5,30 - 4,63
11 T75, T56, T33, T55 77,20-79,99 | 3,50-251
12 T35, T13, Controle 7951-80 m 0,61 - 0,00

CVv%* 748

LPIC: Inibigdo de Crescimento Micelial (mm?) = [(didmetro da testemunha — didmetro do tratamento / didmetro
da testemunha) / 100]; 2 IVCM: indice de Velocidade de Crescimento Micelial (mm?) = [(didmetro final da col6nia
/ nimero de dias de incubagéo) / 100]. * Médias do mesmo grupo, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott
Knott a 5% de probabilidade. Médias com diferentes letras na coluna diferem entre si pelo teste de Scott Knott a
5% de probabilidade. * Coeficiente de Variagdo. Trichoderma spp. em destaque, negrito, representam isolados com
PIC maior que 50% e que pertentem ao primeiro grupo nos testes de antagonismo.

Figura 4. Efeito de metabolitos volateis de isolados de Trichoderma spp. contra F.
solani f. sp. piperis

3.4. Caracterizagao enzimatica dos isolados de Trichoderma spp. em meios sélidos

Para o0 experimento de avaliacdo qualitativa envolvendo a capacidade de producao
enzimatica em meios solidos, Tabela 6, observou-se que, dos 80 isolados, 31 ndo produziram
nenhum tipo de enzima avaliada (protease, amilase, quitinase, lipase e esterase). Em
contrapartida, 49 isolados produziram ao menos um tipo de enzima, entre eles, 14 isolados de
Trichoderma spp. (T1, T9, T16, T18, T21, T30, T43, T44, T53, T62, T69, T76, T80 e T83) se
destacaram pela producdo de maior diversidade dessas enzimas. A enzima quitinase nao foi

produzida por nenhum dos isolados de Trichoderma spp. utilizados nesse estudo.
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1  Tabela 6. Producdo enzimatica de Trichoderma spp. isoladas de areas com Piper, em meios sdlidos

Trat? Enzimas* Trat* Enzimas* Trat? Enzimas* Trat? Enzimas*

Pr- Am Qu Li Es Prr Am Qu Li Es Pr Am Qu Li Es Pr AmMQu Li Es
c*x - - - - - T21 + + - - + T42 - - - 4+ + T63 + - - -  +
T1 + - - + + T22 + - - + - T43 + + - - + T64 + + - - -
T2 - - - + + T23 - - - - - T44 + + - - 4+ T65 - - - - -
T3 - + - o+ - T4 - - - - - T45 + - - - - T66 - - - - -
T4 - - - - - T25 - - - - - T46 - - - - - T67 + - - - -
T5 + o+ - - - T26 + - - - - T47 - - - - - Te8 + - -
T6 - - - - - T27 + + - - - T48 - - - - - T69 + + - - +
T7 + o+ - - - T28 - - - - - T49 -+ - - - T0O + - - - -
T8 + - - - + T29 + - - - - T50 - - - - - T - - - - -
T9 + 4+ - + + T30 + - - + + T51 - - - - - T72 - - - - -
T10 - - - - - T31 + - - - + T52 - - - - - T73 + - - - -
T11T + + - - - T32 - - - - + T53 + - -+ 4+ T4 + + - - -
T12 - - - - - T33 - - - + + T54 - - -+ + TS - - - - -
T13 - - - - - T34 - - - - - T55 - - - - - T76 + + - + -
T4 + + - - - T3B - - - - - T56 - - - - - TIT O+ o+ -+ o+
T15 -  + - - - T3k + + - - - T57 - - - - - T8 - - - - -
Ti6 + - - + + T37 + - - - - T58 - - - 4+ + T719 - - - - -
T17 + - - - - T38 - + - - - T59 + - - - - T8 + - - + +
T8 + + - + + T39 - - - - - T60 + + - - -
TM9 - - - - - T4 - - - - - TBL - - - - -
T20 + + - - - T41 - - - + + T62 + + -+ o+

2 ZTrat: Tratamentos; *C: Controle; * Enzimas: (Pr) protease; (Am) amilase; (Qu) quitinase; (Li) lipase; (Es) esterase; tFenotipo positivo, caracterizado pela formagio
3 de halo inibidor (+); Fenotipo negativo, sem producdo de halo (-); Trichoderma spp. em destaque, negrito, representam isolados de maior expressdo enzimatica.



(6} A oW N P

© O N O

10
11
12
13
14
15

16
17
18

19
20

21
22
23
24
25

48

Levando em consideracdo o desempenho antagdnico in vitro dos isolados de Trichoderma
spp. sobre F. solani f. sp. piperis, segundo os resultados conjuntos de IVCM, PIC, Notas de
Bell e sua capacidade de produzir maior diversidade de enzimas liticas, foram selecionados oito
isolados de Trichoderma spp. para os demais testes experimentais em casa de vegetacao.

3.5. Potencial antagénico in vivo dos isolados selecionados

Os isolados selecionados de Trichoderma spp. T09, T18, T44, T62, T69, T76, T77, T80
foram avaliados in vivo em mudas de pimenteira-do-reino contra F. solani f. sp. piperis. Todos
os isolados mostraram respostas positivas significativas contra os isolados patogénicos testados.
Segundo os valores de area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) as melhores
respostas de biocontrole foram observadas em mudas inoculadas com os isolados T80 e T18, ja
que os resultados mostram que esses isolados de Trichoderma apresentaram alto desempenho,
variando entre 73-78% de inibicdo da lesdo, em contrataste com o controle com produto
comercial formulado (TPF) Tribalance®( 1 (mix de espécies de Trichoderma) que proporcionou
aproximadamente 45% de inibicdo, quando comparados com o tratamento controle (TO) que

recebeu apenas agua (Tabela 7, Figura 5).

Tabela 7. Avaliagdo da atividade antagbnica de isolados de Trichoderma spp.
contra o agente da fusariose F. solani f. sp. piperis em mudas de pimenteira-do-

reino

Tratamentos AACPD* %Controle
T80 198,89 at 77,80
T18 241,32 a 73,06
T44 390,66 b 56,40
T69 490,6 ¢ 45,24
TPF 496,72 ¢ 44,56
T09 582,8 d 34,95
T76 619,89 d 30,81
T62 634,99 d 29,12
T77 651,34 d 27,30
Controle 895,91 e 0,00
CV (%) 17,89

* Area abaixo da curva de progresso da doenca * Médias seguidas pela mesma letra na vertical nfo
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott knott.

Segundo a avaliacdo descritiva com a escala de notas para os sintomas da fusariose, 0
tratamento controle (sem Trichoderma spp.) apresentou plantas com sintomas de desfolha
severa, clorose e murcha das folhas, além de plantas mortas (nota 9). Os tratamentos com
inoculacdo de Trichoderma spp. apresentaram sintomas menos severos variando de notas 2 - 7.

Os tratamentos T9, T62, T76 e T77 apresentaram plantas com sintoma de clorose e algumas
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repeticdes com queda dos entrends e lesbes maiores que 35 mm (nota 6, nota 7). Os sintomas
das plantas dos tratamentos TPF e T69 apresentaram sintomas clorose (nota 4, nota 5) e as dos
tratamentos T18, T80 sintomas muito leves no ponto de inoculagdo com lesées bem pouco

desenvolvidas (nota 2, nota3).

Figura 5. Lesdo em mudas de pimenteira-do-reino: severidade da fusariose apds 30 dias
da inoculacdo com F. solani f. sp. piperis em mudas previamente tratadas com
Trichoderma spp. endofiticos (T18) em P. nigrum e nativos da rizosfera de areas com
P. tuberculatum (T80) na Amaz6nia Oriental

(A) Controle, sem a presenca de Trichoderma spp. (B) Tratamento com Trichoderma T80 (C) Tratamento
com Trichoderma T18. Setas: ponto de inoculagdo com F. solani f. sp. piperis.

4. DISCUSSAO

Diversos estudos comprovam a eficacia de isolados de Trichoderma spp. contra uma
ampla variedade de fitopatdgenos habitantes do solo (ALVARADO-MARCHENA; RIVERA-
MENDEZ, 2016; CHAGAS JUNIOR et al., 2018; KUMAR; SHARMA, 2016; NAGAMANI
etal., 2017, O’BRIEN, 2017; QUEVEDO et al., 2022; SRIVASTAVA et al., 2016), embora a

maioria dos agentes utilizados no biocontrole de doencas de plantas apresentem certo grau de
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especializacdo. No entanto, a eficacia do controle pode variar, dependendo do isolado e de sua
adaptacdo as condigdes especificas, tanto bidticas quanto abioticas, dentro e entre as diferentes
espécies de Trichoderma (DENNIS; WEBSTER, 1971; LOUZADA et al., 2009; SHAH;
AFIYA, 2019).

Os fungos Trichoderma spp. usam varios mecanismos complexos como competi¢ao por
espaco e nutrientes, sintese de antibioticos e producao de enzimas degradantes da parede celular
contra patogenos fungicos, que geralmente interagem completamente no fenémeno do
biocontrole (GHORBANPOUR et al., 2018). A combinacdo de diversos mecanismos
antagbnicos em um microrganismo pode caracteriza-lo como um biocontrolador eficaz, capaz
de exercer uma influéncia negativa sobre os fitopatogenos (SOOD et al., 2020; TYSKIEWICZ
et al., 2022). O estudo in vitro corrobora essas afirmagdes quando destaca isolados de
Trichoderma spp. com percentual de inibicdo do patdgeno F. solani f. sp. piperis de até 22%
pelo teste de culturas pareadas, até 80% segundo a escala de nota de Bell (1982), até 62% por
meio de compostos organicos volateis e com 61% dos isolados produzindo ao menos um tipo
de enzima. Com isso, 0s isolados que acumularam mecanismos antagbnicos como competicao,
parasitismo e antibiose in vitro foram selecionados para teste de biocontrole in vivo.

Pesquisas anteriores utilizando a técnica de pareamento de culturas para avaliar a agdo
antagonista in vitro de Trichoderma spp. no controle de Fusarium spp. também destacaram a
reducdo no crescimento micelial do patdgeno. Krahn (2017) verificou que isolados de Fusarium
spp. apresentaram reducdo no crescimento micelial variando de 18,84 mm a 29,92 mm. Os
resultados de Filizola et al. (2019) também avigoram os resultados desse estudo, 0s autores
verificaram isolados de Trichoderma spp. que reduziram para 50% o crescimento de Fusarium
spp. Outro estudo, utilizando a mesma técnica para avaliar a agdo antagonista do fungo
Trichoderma spp. no controle de Fusarium oxysporum, mostra percentual de inibicdo que
variou de 13,06% a 14,24% (QUEVEDO et al., 2022). A efetividade da utilizagdo de
Trichoderma spp. como antagonista pode ter ocorrido por diferentes mecanismos, como
antibiose e competicao.

A competicdo por espaco pode induzir o desenvolvimento de mecanismos parasitarios
pelo Trichoderma spp. acelerando seu crescimento frente ao fitopatégeno (BRITO; MILLER,;
STADNIK, 2010). Essa afirmativa justifica os resultados segundo a escala de notas de Bell
(1982) onde 84% dos isolados de Trichoderma spp. ocuparam 100% da placa, recebendo nota
igual a 1,0. Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com os observados por
outros autores que verificaram isolados de Trichoderma spp. chegando a ocupar 100% da placa
e recebendo nota igual a 1,0 (AOYAGI; DOI, 2021; CHAGAS JUNIOR et al., 2018).
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Fortalecendo nossos resultados, estudo afirma taxas de crescimento de Trichoderma spp.
aproximadamente quatro vezes maiores do que a taxa de crescimento das isolados de Fusarium
apos um periodo de 72 h de avaliacdo (FILIZOLA et al., 2019).

Os compostos volateis, por serem hidrofobicos, evaporam prontamente em temperatura
ambiente, conseguindo atravessar facilmente as membranas celulares e sendo liberados no ar
ou no solo na auséncia de uma barreira de difusdo (HUNG; LEE; BENNETT, 2013; SILVA et
al., 2022). A atividade dos compostos volateis de Trichoderma spp. contra F. solani f. sp.
piperis demonstrou ser eficaz na maioria dos tratamentos. No presente experimento, o isolado
de F. solani f. sp. piperis alcangou uma inibicao de até 62% nos resultados mais promissores,
evidenciando que os isolados antagonistas exercem uma acao direta na supressao do patdgeno
através dos metabolitos volateis. Esses achados estdo em consonancia com a hip6tese proposta
por Dennis e Webster (1971), os quais afirmaram que as espécies do género Trichoderma sao
proficientes na producdo de metabdlitos volateis com capacidade de inibir o crescimento de
diversos microrganismos em meio de cultura. A eficacia desses compostos volateis liberados
por culturas de Trichoderma contra fitopatdgenos varia conforme o isolado e o patossistema
(LAZAZZARRA, et al. 2021).

Foi observado que 49 isolados desempenharam efetividade na liberacdo de enzimas
extracelulares como protease, amilase, lipase e esterase. Essas enzimas quebram as estruturas
dos fungos parasitados, e sdo caracteristicas comuns de micoparasitismo em muitos agentes de
biocontrole (FLEURI; SATO, 2005; LORITO et al, 1996; ZHANG et al., 2010). Os fungos do
género Trichoderma alimentam-se através de suas hifas, que secretam enzimas hidroliticas,
permitindo assim romper a parede celular do hospedeiro, e sdo consideradas de importancia
determinante na habilidade antagonista desse fungo (AIT-LAHSEN et al., 2001; MONTE;
BETTIOL; HERMOSA, 2019; PRETSCHER et al., 2018; THANE et al, 2000).

Na maioria dos casos, 0s agentes de biocontrole sdo identificados através da triagem de
organismos presentes na rizosfera ou na populacdo endofitica com o objetivo de verificar a
capacidade de inibicdo do crescimento do patégeno alvo em condigdes in vitro. Os que
demonstram essa capacidade sdo entdo submetidos a uma avaliacdo mais detalhada, pois 0s
mecanismos antagdnicos desempenhados pelos agentes biocontroladores s6 podem ser
plenamente evidenciados quando presentes em sistemas naturais (COLLINGE et al., 2022;
O’BRIEN, 2017).

No ensaio in vivo, as repostas inibitorias sobre os sintomas da fusariose em mudas de
pimenteira-do-reino tratadas com isolados selecionados de Trichoderma spp. sdo categoricas e

corroboram para a compreensdo das atividades biocontroladoras exercidas pelos isolados



© 00 N o OB~ W N P

N DN RN NN NDD R R R P R PR R R e
~ o O B WO N P O © 0N O 00 W N -, O

52

antagbnicos. Os resultados revelaram que os isolados de Trichoderma spp. podem exibir
capacidade variavel de reducéo da severidade dos sintomas da fusariose na pimenteira-do-reino,
destacando os isolados T80 e T18 como os mais eficazes agentes de controle bioldgico. Essa
eficdcia estd relacionada a atividade de defesa que exercem, a producdo de substancias
inibitdrias e a estrutura fisica dos mesmos, conforme observado por Chagas Junior et al. (2018).
Os resultados assinalados nesse trabalho estendem novas expectativas atreladas ao manejo da
fusariose da pimenteira-do-reino. Organismos potencialmente biocontroladores com
caracteristicas antagbnicas desejaveis representam uma alternativa promissora e aplicavel,
seguro ao ambiente e eficiente para a cultura.

O presente estudo também confirma a importancia de identificar novos agentes de
biocontrole nativos da regido e do patossistema alvo. Os resultados mostram que trés isolados
nativos apresentaram maiores respostas inibitorias dos sintomas da fusariose em mudas de
pimenteira-do-reino do que quando inoculadas com produto comercial a base de mix de
Trichoderma spp. comparadas ao controle absoluto. Esse comportamento pode ser explicado
pelo maior poder de adaptacdo dos isolados testados as condi¢des bidticas e abidticas locais
(AFIYA, 2019; DENNIS; WEBSTER, 1971; NASCIMENTO et al., 2022). SILVA et al. (2015)
estudando espécies de Trichoderma spp. nativas e ndo nativas concluiram que isolados nédo
nativos apresentaram reducgéo na viabilidade de biocontrole de fungo habitante do solo quando
comparado aos isolados nativos e apontaram a importancia de optar, sempre que possivel, por
isolados nativos oriundos de areas onde foi constatada a presenca da doenga em questao.

Em conclusdo, os resultados do presente estudo indicaram que os isolados
selecionados de Trichoderma spp., obtidos de areas com Piper spp., inibiram eficientemente
F. solani f. sp. piperis in vitro, e reduziram a severidade da fusariose da pimenteira-do-reino in
vivo. Este trabalho oportuniza o surgimento de novas pesquisas, visando a elucidacdo dos
fatores que atuam sobre a eficacia nesse sistema de biocontrole como a caracterizacao de perfis
quimicos dos compostos antifingicos, eficiéncia em campo e possiveis formulaces,

possibilitando uma utilizacdo mais abrangente e eficaz destes agente nativos de biocontrole.
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RESUMO

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), cultura de exploracdo milenar, é a especiaria de maior
importancia comercial e consumo no mundo, cultivada como commaodity agricola e, com
espaco garantido nas especulacdes financeiras em bolsas de valores. No Brasil, a producéo de
pimenta-do-reino esté distribuida nas regides sudeste, norte e nordeste destacando os estados
do Espirito Santo, Para e Bahia como os principais produtores. Dentre as estratégias de
enraizamento e producdo de mudas, a aplicagdo de horménios, fungicidas e fertilizantes
minerais tem sido tradicionalmente recomendada. Porém, a eficiéncia bioldgica e econémica
desse manejo é limitada, podendo causar, ainda, prejuizos ao ambiente. O emprego de
promotores de crescimento de plantas para incrementar a biomassa vegetal e a producéo
agricola, diminuir custos de manejo e impulsionar o desenvolvimento de préaticas agricolas
sustentaveis emerge como uma das estratégias mais cruciais da atualidade. Espécies do género
Trichoderma sdo reconhecidamente capazes de promover crescimento de plantas levando a
mudancas significativas no metabolismo vegetal. O estudo teve como objetivos (i) determinar
a capacidade de isolados de Trichoderma spp. de produzir horménio de crescimento vegetal e
(i) investigar a capacidade de isolados de Trichoderma spp. em promover crescimento de
mudas de pimenteira-do-reino e (iii) avaliar seus efeitos nas respostas bioquimicas da planta.
Um total de 80 isolados do género Trichoderma obtidos de raizes e solos da rizosfera de Piper
spp. na Amazonia Oriental foram testados in vitro quanto a capacidade de produzir &cido
indolacético-AlA pelo método colorimétrico. Representantes dos melhores resultados do teste
in vitro TO3, TO5, TO7, T08, T13, T15, T21, T42, T45, T56, T63 foram investigados quanto
seus efeitos no crescimento de mudas de pimenteira-do-reino. Foram avaliados o nimero de
folha (NF), numero de entren6s (NEN), altura das mudas (ALP), comprimento da raiz
(COMPR), didmetro do colo (DC), massa fresca e seca da parte aérea (MFPA/MSPA) e da raiz
(MFR/MSR). Os efeitos da inoculacdo com Trichoderma spp. as respostas bioquimicas nas
mudas foi avaliado por andlises da redutase do nitrato, amdnio, aminoacidos sollveis totais,
carboidratos solUveis totais e sacarose das amostras do material vegetal folha e raiz. Foram
observados 12 grupos de isolados de Trichoderma spp. com concentragbes de AIA
significativamente maiores (T03 e T21 maior que 15 pg mLAIA) que a concentragdo da
testemunha (0,92 pg mL!AIA). Alguns isolados de Trichoderma spp. proporcionaram
crescimento das mudas de pimenteira-do-reino quando comparados ao tratamento controle, 60
dias apos o transplantio. O estudo mostrou respostas bioquimicas significativas nas mudas de
pimenteira-do-reino, quanto as atividades relacionadas ao metabolismo do nitrogénio, indicam
um bom estado metabdlico regulador da planta na presenca de Trichoderma spp. O isolado T21,
proveniente de areas com P. nigrum na Amaz6nia Oriental, foi selecionado como o mais eficiente
nas respostas de crescimento das mudas de pimenteira-do-reino, com incrementos de 64,6% na
ALP, 39,2% no COMPR, 75,4% no DC, 51,73% na MFR e 64,4% na MSR. O isolado pode ser
um possivel promotor de crescimento para a cultura apresentando propriedades importantes
como producdo de fitormonios, possivel producdo de compostos organicos volatéis e atuacdo
no metabolismo de assimilagdo de nitrogenio. As evidéncias fornecidas nesse estudo apoiam
fortemente a possibilidade de usar Trichoderma spp. como promotor de crescimento seguro,
ecologicamente correto e eficaz para a cultura da pimenteira-do-reino.

Palavras-chave: biomassa, bioinoculante, fitohormonios, Piper nigrum L.
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ABSTRACT

Black pepper (Piper nigrum L.), a crop with millennia-old exploitation, is the most
commercially important spice and consumed globally, cultivated as an agricultural commodity
and with a guaranteed place in financial speculation on stock exchanges. In Brazil, black pepper
production is distributed in the southeast, north, and northeast regions, with the states of Espirito
Santo, Para, and Bahia standing out as the main producers. Among the strategies for rooting
and seedling production, the application of hormones, fungicides, and mineral fertilizers has
been traditionally recommended. However, the biological and economic efficiency of this
management is limited, and it can also cause damage to the environment. The use of plant
growth promoters to increase plant biomass and agricultural production, reduce management
costs, and promote the development of sustainable agricultural practices emerges as one of the
most crucial strategies today. Species of the genus Trichoderma are known to be capable of
promoting plant growth, leading to significant changes in plant metabolism. The study aimed
to (i) determine the ability of Trichoderma spp. isolates to produce plant growth hormone and
(i) investigate the ability of Trichoderma spp. isolates to promote the growth of black pepper
seedlings and (iii) evaluate their effects on plant biochemical responses. A total of 80 isolates
of the genus Trichoderma obtained from roots and rhizosphere soils of Piper spp. in the Eastern
Amazon were tested in vitro for their ability to produce indoleacetic acid (IAA) using the
colorimetric method. Representatives of the best results from the in vitro test T03, T05, T07,
TO8, T13, T15, T21, T42, T45, T56, T63 were investigated for their effects on the growth of
black pepper seedlings. The number of leaves (NF), number of internodes (NEN), seedling
height (ALP), root length (COMPR), stem diameter (DC), fresh and dry mass of the
aboveground part (MFPA/MSPA) and of the root (MFR/MSR) were evaluated. The effects of
inoculation with Trichoderma spp. on the biochemical responses in the seedlings were
evaluated by analyzing nitrate reductase, ammonium, total soluble amino acids, total soluble
carbohydrates, and sucrose in leaf and root samples of the plant material. Twelve groups of
Trichoderma spp. isolates were observed with significantly higher IAA concentrations (T03
and T21 greater than 15 pg mL-11AA) than the concentration of the control (0.92 ug mL-11AA).
Some Trichoderma spp. isolates promoted the growth of black pepper seedlings compared to
the control treatment, 60 days after transplantation. The study showed significant biochemical
responses in black pepper seedlings regarding activities related to nitrogen metabolism,
indicating a good metabolic regulatory state of the plant in the presence of Trichoderma spp.
Isolate T21, originating from areas with P. nigrum in the Eastern Amazon, was selected as the
most efficient in promoting the growth of black pepper seedlings, with increments of 64.6% in
ALP, 39.2% in COMPR, 75.4% in DC, 51.73% in MFR, and 64.4% in MSR. The isolate may
be a potential growth promoter for the crop, presenting important properties such as the
production of phytohormones, possible production of volatile organic compounds, and
involvement in nitrogen assimilation metabolism. The evidence provided in this study strongly
supports the possibility of using Trichoderma spp. as a safe, environmentally friendly, and
effective growth promoter for black pepper cultivation.

Keywords: biomass, bioinoculant, phytohormones, Piper nigrum L.
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1. INTRODUCAO

O género Piper, o maior da familia Piperaceae, € dominado pela espécie Piper nigrum
L., conhecida como pimenta preta ou pimenta-do-reino. Pimenta-do-reino € uma especiaria
amplamente apreciada ao longo da historia humana (ALBUQUERQUE et al., 1971; DUARTE,
2006; OLIVEIRA, M. et al., 2020). A cultura adquiriu tamanha importancia no mercado global
que se tornou uma commodity agricola, devido a sua alta demanda mundial e aos precos
elevados que, em determinadas safras, sdo pagos aos produtores (CARNEIRO JUNIOR et al.,
2017). O Brasil apresenta destaque mundial como segundo maior produtor e exportador de
pimenta-do-reino, detendo, junto com o Vietna e Indonésia, 65% do mercado global do produto
(FAO, 2020; PAES E CRUZ, 2022; VIDAL, 2020). No ano de 2022, produziu 128 mil
toneladas da especiaria em uma &rea de 41 mil ha, com um rendimento médio de 3.107 Kg/ ha,
movimentando quase 2 bilhdes de reais no agronegdcio brasileiro (IBGE, 2022).

A producdo de mudas de P. nigrum voltada para fins comerciais ocorre por meio da
propagacao por estacas semilenhosas com trés a cinco nos. Essa pratica tem sido aconselhada
e amplamente utilizada devido a sua capacidade de gerar pimenteiras-do-reino com
caracteristicas desejaveis, como boa formacdo, producdo precoce, uniformidade e alto
rendimento (COSTA, 2020; DUARTE, 1999; GOMES FILHO, 2017; SECUDINO, 2012).
Contudo, € importante observar que o enraizamento e a formacdo de mudas podem ser
desafiadores sem a intervencdo de hormdnios exdgenos e o uso constante de fungicidas e
fertilizantes minerais que elevam os custos de producgéo e desfavorecem o ambiente. Sem esse
manejo é esperado um crescimento inicial lento, menor vigor e altas mortalidades que
diminuem a producdo de mudas em viveiros e dificultam a expansdo dos plantios comerciais
(BARROSO et al., 2000; OLIVEIRA, V., 2020; SERRANO, et al., 2012).

Diante desse desafio, sdo necessarias novas abordagens ecoldgicas para aprimorar a
producdo de mudas de pimenteira-do-reino com maior vigor € minimo impacto ambiental
associado. A selecdo e o emprego de microrganismos promotores de crescimento de plantas
para incrementar a biomassa vegetal e a producdo agricola, diminuir custos de manejo e
impulsionar o desenvolvimento de praticas agricolas sustentaveis emerge como uma das
estratégias mais cruciais na atualidade (BARGAZ et al, 2018; CHAGAS et al., 2017; JASIM,
et al, 2013; MACHADO et al., 2012; PASCUTTI; SILVESTRE; ORTIZ, 2024).

Fungos do género Trichoderma sdo uns dos principais microrganismos de importancia
para 0 aumento do crescimento vegetal (CHAGAS et al., 2017; QUEIROZ; OLIVEIRA, 2023;
TYSKIEWICZ et al. 2022). Varias espécies de Trichoderma sdo reconhecidamente capazes de

promover crescimento de plantas com aumento do teor de clorofila nas folhas, teor de sacarose,
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producdo de hormonio vegetal, solubilizagdo de nutrientes entre outros, que estdo diretamente
relacionados com producéo de biomassa vegetal. Sanchez-Montesinos et al. (2020), estudando
o0 papel de Trichoderma aggressivum f. europaeum como promotor de crescimento de plantas
em horticultura, mostraram que a irrigagdo com esporos do fungo no substrato aumenta a
qualidade das mudas de tomate e pimenta. No trabalho de Souza et al. (2012), 54 isolados de
Trichoderma spp. causaram aumentos significativos na producdo de matéria seca das plantas
de feijao, com incremento de até 57,81%. Ozdemir et al. (2016) mostraram que a aplicacéo T.
harzianum em plantas de alface promove maior teor de clorofila nas folhas, pigmento
fotossintético que esta relacionado diretamente com a producdo de biomassa vegetal. Sousa et
al. (2018) relataram aumento de 54% na matéria seca e um incremento de 35% de parte aérea
e raiz, ao avaliarem o crescimento de arroz com o uso de T. asperellum combinado com silicio.
Os mecanismos de a¢do dos microrganismos promotores de crescimento carecem de muitos
estudos, ainda ndo foi dominado as complexas interacdes ecoldgicas que ocorrem entre
microrganismo, planta e solo (SILVIA; DOURADO, 2022; TYSKIEWICZ et al., 2022). No
entanto, é compreendido que isolados de Trichoderma spp. endofiticos e da rizosfera de areas
da cultura que se quer promover o crescimento podem apresentar maior sucesso nas complexas
interacOes fungo-planta (SHAH; AFIYA, 2019; JACQUES et al., 2021; NASCIMENTO et al.,
2022; SILVA et al., 2015).

Apesar do elevado numero de trabalhos avaliando o fungo Trichoderma spp. na
promogcéo de crescimento de plantas, o efeito de isolados endofiticos e da rizosfera de Piper
spp., adaptados as condicBes edafoclimaticas na Amazbnia Oriental, ainda ndo foram
investigados. Trabalhamos com a hipdtese que o tratamento com Trichoderma spp. pode
promover o crescimento de mudas de pimenteira-do-reino. Assim, este trabalho teve como
objetivo: (i) avaliar e selecionar isolados de Trichoderma spp. endofiticos e da rizosfera de
Piper spp. na Amazonia Oriental, quanto a capacidade de produzir hormonio de crescimento
vegetal, (ii) avaliar o efeito desses isolados nativos quanto a capacidade de promover
crescimento de mudas de pimenteira-do-reino e, (iii) investigar o efeito dessa interagédo nas

repostas bioquimicas das plantas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Local do experimento
O ensaio foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia, casa de vegetacdo da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) Amazobnia Oriental, Belém, Pard, Brasil
(1°26°30” S, 48°26°44” W), e no Laboratorio de Estudos da Biodiversidade em Plantas
Superiores da Amazénia (EBPS) da Universidade Federal Rural da Amazé6nia (UFRA), Belém,
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Pard, Brasil (01 °277221" S, 48 ° 30’16 " W) no periodo de outubro de 2022 a julho de 2023.

2.2. Material vegetal

As mudas utilizadas no experimento foram da cultivar “Embrapa/Clonada”, com
aproximadamente quatro meses de idade, obtidas através de estaquia e provenientes do Viveiro

ProMudas, Castanhal, Para, Brasil.
2.3. Material biolégico

Foram utilizados isolados de Trichoderma spp. da colecdo obtida pela parceria da
EMBRAPA Amazonia Oriental e Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Os
isolados foram obtidos a partir de amostras de solo e raizes de areas cultivadas com pimenteira-
do-reino, visualmente sadias, na mesorregido do Nordeste Paraense (SIQUEIRA et al, 2023,
ndo publicado). Os fungos foram mantidos em placa de Petri contendo o0 meio Batata-Dextrose-
Agar (BDA).

2.4. Avaliacdo da capacidade de isolados de Trichoderma spp. em sintetizar acido indol-
acético (AlA)

Um total de 80 isolados de Trichoderma spp., com trés repeticdes, em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), foram avaliados quanto a capacidade de sintetizar in vitro AIA
pelo método quantitativo colorimétrico (GORDON; WEBER, 1951). Para avaliacdo da
producdo de AIA, os isolados de Trichoderma spp. foram previamente cultivados em meio de
cultura BDA, onde discos (@ = 6,0 mm) da cultura monospérica foram transferidos para placas
de Petri. As placas foram incubadas & 25°C em B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand), com
fotoperiodo de 12h, por 7 dias. A partir destas coldnias foram retirados discos (g = 6,0 mm)
contendo micélio do fungo e repicados em tubo falcon de 50 mL contendo 25 mL de meio
Batata-Dextrose (BD) na presenca de 100 mg L de triptofano.

Apos seis dias de crescimento sob um agitador rotatorio (130 rpm) a 26 + 2 °C, a massa
fangica foi separada por centrifugacdo a 12.000 rpm por 15 minutos. Para a analise
colorimétrica de AIA foram utilizados uma parte do reagente de Salkowski [FeCI3 0,5 mol L-
1+ HCIO4 (35%)] e duas partes do sobrenadante obtido de cada isolado.

Foi realizada a comprovacdo qualitativa da presenca de AIA e a quantificacdo do
fitormonio. Para tanto, ap6s 30 minutos de reacdo a temperatura de 28 °C no escuro, foi
observado uma coloragdo rosa e posteriormente a quantificacdo foi realizada em
espectofotdmetro em 530 nm. As concentragdes, em pg mL™ foram calculadas a partir de uma
curva padrdo com concentragdes conhecidas da forma sintética do hormonio (0 a 100 pg mLY),

cujas leituras foram a base para calcular a concentracdo de AIA nas amostras.
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2.5. Avaliacao dos efeitos de isolados selecionados de Trichoderma spp. sobre o crescimento

e sobre aspectos bioquimicos de mudas de pimenteira-do-reino

Os isolados de Trichoderma spp. que apresentaram melhores resultados para producao de
AlA foram submetidos ao ensaio in vivo para avaliagdo de eficiéncia sobre o crescimento e
sobre aspectos bioquimicos de mudas de pimenteira-do-reino. O experimento foi conduzido em
Delineamento em Blocos Casualizados (DBC), com 12 tratamentos, sendo 11 isolados de
Trichoderma spp. (T3, T5, T7, T8, T13, T15, T21, T42, T45, T56, T63) mais o tratamento
controle (T0), com 5 blocos/repeticdes totalizando 60 parcelas.

As mudas de pimenteira-do-reino foram acondicionadas em casa-de-vegetacao,
padronizadas com trés folhas e inoculadas com os isolados selecionados. Para a inoculacéo, as
mudas de pimenteira-do reino foram lavadas em agua limpa corrente e suas raizes podadas com
tesoura e inoculadas, por tratamento, através de imersdo em suspensao de esporos dos isolados
(apds sete dias de crescimento em BDA) em agua destilada e autoclavada por duas vezes a
1x107 conidios mL por 30 minutos em temperatura ambiente (500 ml de suspensdo para cada
tratamento). Plantas do tratamento controle foram imersas em agua destilada estéril. Em
seguida, as mudas foram plantadas em vasos de trés kg de capacidade, contendo fibra de coco
estéril e 100 mL de suspensdo de esporo de cada isolado, na mesma concentragdo anterior, foi
adicionado no substrato de seus respectivos tratamentos. Durante a condugdo do experimento,
as plantas foram irrigadas quinzenalmente com 100 mL de solugdo nutritiva do meio MS
(MURASHIGE E SKOOG, 1962).

2.5.1. AvaliacGes Biométricas

Foram realizadas duas avaliag@es, uma no dia do transplantio e outra aos 60 dias ap6s o
transplantio. Os parametros avaliados, em ordem de avaliacdo, para compor o resultado do
experimento, foram: altura da planta (ALP cm); nimero de folhas (NF); nimero de entrenos
(NEN); diametro do caule (DC cm); comprimento da raiz (CR mm); massa seca da parte aérea
- caule e folhas (MSPA g) e massa seca da raiz (MSR g). Para as variaveis ALP e DC, os dados
considerados como resultado foi a diferenga entre as duas avaliagdes.

Para separar a parte area da parte radicular cortou-se o caule das plantas, deixando (2)
dois cm visiveis e palpaveis acima do solo para auxiliar na posterior remocao das raizes. Para
remocdo das raizes, o solo foi transferido para um vaso com maior amplitude visando facilitar
0 destorroamento conferindo uma remocao com perdas irrisorias. Apds o destorroamento, as
raizes foram lavadas em peneiras granulométricas com o intuito de remover o restante de solo

ainda aderido as raizes.
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O parametro ALP (cm) foi medido com auxilio de uma régua métrica considerando a
distancia do solo ao apice da planta. Para avaliar o NF (und) e o NEN (und), todas as folhas,
exceto as trés folhas iniciais, e os entrends foram contabilizadas. O DC (mm) foi medido com
auxilio de um paquimetro digital, considerando o segmento entre o primeiro e segundo entre nd
acima do solo. Para determinar a MFPA (g) foi realizada a pesagem da parte area fresca da
planta em balanca de precisdo. O CR (mm) foi avaliado medindo todo o comprimento da raiz
com auxilio de um paquimetro digital. Todas as raizes foram destacadas do caule para
determinacéo da MFR (g) por meio de pesagem em balanca de preciséo.

ApOs essa etapa, a parte aérea da planta (acima do solo) e as raizes destacadas foram
colocados separadamente em sacos de papel kraft identificados e acondicionados em estufa de
circulacdo forcada a 60°C até atingirem massa seca constante (72 horas) para posteriormente
obter os resultados da massa seca da parte aérea (MSPA) (g) e massa seca da raiz MSR (g) por
meio de pesagem em balanca de precisao.

2.5.2. AvaliacGes Bioquimicas

As andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Estudos da Biodiversidade
em Plantas Superiores da Amazonia (EBPS) da UFRA. Foram determinados tanto da parte
aérea quanto das raizes por analises colorimétricas a concentracdo de: Atividade da Enzima
Redutase do Nitrato (RNO*) (HAGEMAN; HUCKLESBY, 1971); Aménio Livre (NH*")
(WEATHERBURN, 1967); Aminoacidos Soluveis Totais (PEOPLES et al., 1989);
Carboidratos Soluveis Totais (DUBOIS et al., 1956) e Sacarose (VAN HANDEL, 1968).

2.6. Analises dos dados

Os dados paramétricos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott (1974) a 5% de probabilidade. Para os dados que ndo seguiram uma
distribuicdo normal foi realizado teste estatistico ndo-paramétrico. Assim, para verificar as
evidéncias de diferencas estatisticas dos efeitos dos tratamentos sobre os isolados foi executado
0 Teste de Friedman, em que se consideraram os blocos do experimento, e o Teste Wilcoxon
para a analise de comparacbes multiplas entre as medianas dos tratamentos a 5% de
probabilidade (DICKHAUS, 2018). As analises estatisticas deste trabalho foram realizadas no
ambiente R (R CORE TEAM, 2021), utilizando-se os pacotes rstatix (KASSAMBARA, 2021),
PMCMRplus (POHLERT, 2022) e reshape (WICKHAM, 2007).
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3. RESULTADOS

3.1. Capacidade dos isolados de Trichoderma spp. em sintetizar acido indol-acético (AlA)

Todos os isolados de Trichoderma utilizados no presente experimento apresentaram
capacidade de sintetizar acido indol acético (AlA) nos meios de cultura BD suplementado com
L-triptofano (Tabela 1). Os isolados enquadrados no mesmo grupo nao diferem
significativamente entre si. Os isolados do grupo 1 (T53, T38, T41, T37, T68, T34, T09, T52,
T59, T33, T18, T51, T44, T19, T65) apresentaram niveis muito baixos de producédo de AlA e
néo diferiram significativamente do tratamento controle. Por outro lado, observou-se diferenca
significativa em relacdo a meédia de producédo de AlA pelos isolados de Trichoderma dos demais
grupos (grupo 2 ao grupo 13) em relacdo ao grupo 1. O aumento na producdo de AIA foi
verificado na ordem crescente dos grupos, onde observou-se médias superiores a 10 ug mL*
do hormonio produzidos pelos isolados de Trichoderma dos grupos 10,11,12 e 13. O isolado

T03 apresentou producéo de AIA com uma média de 24,4 ug mL? (Tabela 1).

Tabela 1. Producdo de AIA (ug mL™Y) por Trichoderma spp. em meio BD na presenca de L-
triptofano?

Grupos Cadigo dos Isolados AlA (ug mLY)
CONTROLE, T53, T38,T41,T37,T68,
1 T34,T09,T52,T59,T33,T18,T51,T44,T19,T65 0, 878567 - 1,318000 a
2 T39, T32,T36,T02,T40,T12,T23 1,450567 - 1,647300 b
3 T47,T05,T62,T27,T71,T26,T01,T57,T25,T67, 1,782000 - 2,354700 c
T73,T06,T74,T70,T20,T75,T64,T77,T16,
T30,T78,T31,T79,T29
4 T69,T14,T60,T72,T11,T43,T10,T46,T13 2,464800 - 2,795233 d
5 T50,T80,T61,T66,T54,T24,T22,T58,T35,T45, 2, 927400 - 3,708733 e
T17,T49
6 T76,T48,T04,T56 4,129233 - 4,704700 f
7 T42 5,877667 g
8 TO08 7,692000 h
9 T28,T63 9,501967- 9,725433 i
10 T55,T07 10,800667- 10,868867 |
11 T15 12,868233 k
12 T21 18,503067 I

Continua
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13 T03 24,387933 m

C.V%?=9,63

!Médias do mesmo grupo, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Médias
com diferentes letras na coluna diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% probabilidade. 2Coeficiente de
Variacéo.

3.2. Efeitos de isolados selecionados de Trichoderma spp. sobre o crescimento e sobre

respostas bioquimicas de mudas de pimenteira-do-reino

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, todos os parametros biométricos
apresentaram diferenca significativa em pelo menos um tratamento quando comparado com o
tratamento controle (sem Trichoderma spp.), promovendo crescimento nas mudas de
pimenteira-do-reino (Figura 1).

Para o numero de folha (NF), os isolados de Trichoderma spp. do tratamento T5 e T8,
apresentaram maiores médias (9 unidades, cada isolado/tratamento) e diferiram
significativamente do tratamento controle (TO) que apresentou média = 5 unidades,
apresentando incremento de 44,45%. Resultados semelhantes foram revelados para o numero
de entrenés (NEN), onde plantas inoculadas com o isolado do tratamento T5 foi
significativamente maior em 50% em relagdo a ndo inoculada com Trichoderma (TO).
Analisando o efeito dos isolados de Trichoderma spp. na altura da planta (ALP), os resultados
revelam que houve efeito positivo nos tratamentos T21, T42 e T15, o qual promoveu um
aumento na altura das mudas de pimenteira-do-reino de 64,6%, 63,8% e 62,8% em relacdo ao
tratamento controle (T0), respectivamente. Para o parametro comprimento de raiz (COMPR),
0s resultados mostram maior comprimento de raiz nos tratamentos T21 (19,9 cm), T15 (18,5
cm), T7 (18,5 cm), T8 (18,3 cm), TO5 (18,0 cm), T42 (17,6 cm), T63 (17,3 cm) e TO3 (16,6
cm), os quais nao diferiram entre si, mas suas médias de crescimento foram significativamente
maiores quando comparadas com a média do tratamento sem inoculag¢do do fungo (12,1 cm).
Analisando o didmetro do colo (DC) foi observado mudancas significativas no crescimento, em
didametro, da haste central das mudas em sete tratamentos, com melhor resposta no T21 (1,4
cm) que apresentou um incremento de (71,43%) em relacdo ao tratamento controle (0,4 cm)
(Tabela 2).

A Tabela 3 mostra diferenca estatistica com aumento de massa fresca da parte aérea
(MFPA) nos tratamentos T42, T08, T21, TO5 e T15 em relacdo ao tratamento controle, porém,
ndo houve diferenca estatistica positiva para massa seca da parte aérea (MSPA). Os melhores
resultados para massa fresca da raiz (MFR) foi observado nos tratamentos T21 e T03 que nao
diferiram estatisticamente entre si. A massa seca da raiz (MSR) apresentou um aumento de
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64,4% no tratamento T21 em relacdo ao tratamento controle.

Tabela 2. Efeito dos isolados nativos de Trichoderma spp. no numero de folha
(NF), numero de entrends (NEN), altura da parte aérea (ALP), comprimento das
raizes (COMPR) e diametro do coleto (DC) em mudas de pimenteira-do-reino ap6s
60 dias de inoculagéo

Tratamentos NF Tratamentos NEN

TO5 9 al TO5 8 al

TO08 9 a T21 7 b

TO7 8 b TO8 6 b

T42 8 b T42 6 Cc

T21 8 b TO7 6 c

TO3 7 b TO3 5 Cc

T15 7 b T15 5 Cc

T13 6 c T13 5 c

T63 5 c T63 5 d

T45 5 c Controle 4 d

Controle 5 c T45 4 d

T56 4 c T56 4 d

CV (%)%= 14,61 CV (%)%= 16,52

Tratamentos ALP (cm) Tratamentos COMPR (cm)

T21 29,4 a' T21 19,9 a'

T42 28,8 a T15 18,5 a

T15 28,0 a TO7 18,5 a

TO08 18,2 b T08 18,3 a

TO3 18,2 b TO05 18,0 a

TO5 17,8 b T42 17,6 a

TO7 16,8 b T63 17,3 a

T63 15,0 b TO03 16,6 a

T45 14,2 b T45 14,9 b

T56 11,8 c T13 13,8 b

Controle 10,4 c T56 12,9 b

T13 7,8 c Controle 12,1 b

CV (%)*=23,11 CV (%)* = 13,54

Tratamentos DC (cm)

T21 1,4 al

T15 1,0 b

T42 1,0 b

TO7 0,8 c

T56 0,8 c

TO8 0,7 c

T63 0,7 c

T13 0,6 d

TO3 0,5 d

T45 0,5 d

TO5 0,5 d

Controle 0,4 d

(A (%)2 =14,21
IMédias com diferentes letras na coluna diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% probabilidade.
2Coeficiente de Variagéo.
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Tabela 3. Efeito dos isolados nativos de Trichoderma spp. na massa fresca parte aérea
(MFPA), massa seca parte aérea (MSPA), massa fresca raiz (MFR) e massa seca raiz
(MSR) em mudas de pimenteira-do-reino ap6s 60 dias de inoculacéo

Tratamentos MFPA (Q) Tratamentos MSPA (Q)

T42 32,3 at T08 3,5 at
TO8 30,2 a T05 3,2 a
T21 30,1 a T42 3,1 a
TO5 29,3 a T56 3,1 a
T15 27,9 a T45 3,0 a
TO7 24,4 b T15 2,9 a
T03 24,0 b T21 2,8 a
T63 23,9 b TO3 2,7 a
T45 23,1 b T63 2,6 a
T56 21,8 b T07 2,6 a
Controle 20,8 b Controle 2,4 a
T13 14,1 C T13 1,2 b

CV (%)? = 17,54 CV (%)* = 24,45

Tratamentos MFR (g) Tratamentos MSR (g)

T21 8,7 at T21 0,59 at
T03 7,6 a T63 0,34 b
T05 6,8 b T15 0,32 b
TO8 6,7 b T13 0,32 b
T07 6,4 b T56 0,31 b
T15 6,3 b TO8 0,29 b
T42 5,6 c T42 0,29 b
T63 52 c TO3 0,28 b
T56 4,7 c T05 0,27 b
T45 4,5 c TO7 0,24 b
Controle 4,2 c T45 0,23 b
T13 3,1 d Controle 0,21 b

CV (%)% = 16,65 CV (%)%= 24,19

1 Médias com diferentes letras na coluna diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% probabilidade.
2Coeficiente de Variag&o.

Quanto as respostas bioquimicas (Tabela 4), a atividade da redutase do nitrato (RN) foi
afetada significativamente pela inoculagdo de Trichoderma spp., tanto nas raizes (RNR) quanto
nas folhas (RNF). Nas folhas, o menor valor (0,09 pumol NO-2 g-1 MF h) ocorreu com a
inoculacdo do isolado T5, representando reducdo de 92% em comparacdo ao tratamento
controle (1,15 pmol NO-2 g-1 MF h). Nas raizes, a reducéo atingiu o valor de 0,04 umol NO-
2 g-1 MF h nos tratamentos T5, T21 e T42 correspondendo decréscimo de 76%
comparativamente ao tratamento controle (0,17 pmol NO-2 g-1 MF h-1).

A inoculacdo com isolados de Trichoderma spp. aumentou significativamente o aménio
livre (AM) apenas nas folhas (AMF) e ndo evidenciou mudancas significativas nas raizes
(AMR) (Tabela 4). Nas folhas, os tratamentos T5 (60,29 mmol de NH4+ kg-1 de MS), T21
(61,74 mmol de NH4+ kg-1 de MS) e T63 (62,7 mmol de NH4+ kg-1 de MS) diferiram
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significativamente da testemunha apresentando um aumento na concentracdo da aménia de
85,69%, 86,03% e 86,24%, respectivamente em relacdo ao tratamento controle TO (8,63 NH4+
kg-1 de MS).

A concentragdo de aminoacidos solUveis totais nas folhas apresentou um aumento
significativo apenas no tratamento T56 (114,49 pmol de AA g ! de MS) em relacdo ao
tratamento controle (21,71 pmol de AA g ! de MS) (Tabela 4). As concentracdes de
aminoacidos soluveis totais nas raizes (ASTR) das plantas inoculadas com Trichoderma spp.
ndo apresentaram diferencas estatisticas quando comparadas a concentragdo do tratamento
controle.

As concentragOes de carboidratos sollveis totais nas plantas tratadas com Trichoderma
spp. ndo apresentaram diferencas estatisticas nas folhas (CSTF). Nas raizes (CSTR) ocorreu
uma diminui¢do na concentracdo de carboidratos com diferencas estatistica no tratamento T56
(0,18 mmol Glu g) comparado ao tratamento controle (0,42 mmol Glu g1) (Tabela 4).

As concentracdes de sacarose nas plantas inoculadas com Trichoderma spp.
aumentaram tanto nas raizes quanto nas folhas (Tabela 4). Nas folhas (SACF), esse aumento
néo foi estatisticamente significativo em relacdo ao tratamento sem inoculacao de Trichoderma
spp. Nas raizes (SACR), os valores apresentaram diferencas significativas em relacdo ao
tratamento controle nos tratamentos T56 (230,33 mg sacarose g-1 de MS), maior concentragao
observada representando 61,89% de aumento, e nos tratamentos T03 (1,57,3 mg sacarose g-1
de MS), T08 (151,68 mg sacarose g-1 de MS), T15 (148,87 mg sacarose g-1 de MS) e T21
(152,52 mg sacarose g-1 de MS).
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Figura 1: Exemplo do efeito do tratamento com isolado de Trichoderma spp. (T21) no
crescimento de mudas, parte aérea e raiz, de pimenteira-do-reino

T21R1 T21R2

TO: tratamento controle que ndo recebeu nenhum isolado de Trichoderma spp.; T21: inoculagdo com
Trichoderma spp. T21; R: repeti¢des dos tratamentos.
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Tratamentos TO T3 T5 T7 T8 T13 T15 T21 T42 T45 T56 T63
RNF! (umol NO2 g MF h)
Mediana 1,15 0,16 0,09 0,89 0,58 0,56 0,56 0,16 0,32 0,5 0,49 0,11
a bc b a ac abc abc bc abc abc abc bc
RNR? (umol NO2 g MF h)
Mediana 0,17 0,07 0,04 0,18 0,08 0,1 0,05 0,04 0,04 0,05 0,07 0,05
ab” abc C b abc abc abc C C abc abc abc
AMPF? (mmol NH*" kg de MS)
Mediana 8,63 35,71 60,29 31,65 10,78 15,01 18,72 61,74 38,21 32,6 23,37 62,7
a abc c abc a ab abc bc abc abc abc bc
AMR* (mmol NH* kg* de MS)
Mediana 8,97 2,42 3,19 2,67 3,11 5,61 3,97 3,54 16,64 2,59 5,26 10,7
ab” a a a a ab a a b ab ab ab
ASTF® (umol de AA g de MS)
Mediana 21,71 48,56 35,53 454 25,27 15 14,21 225 27,24 24,48 114,49 30,01
abc” cd abcd bcd abcd a ab abcd abcd abcd d abcd
ASTRS (umol de AA g de MS)
Mediana 75 8,29 474 9,08 6,71 16,19 1,58 12,63 15,92 5,53 35,14 5,13
abc” abc ac abc abc ab C abc ab ac b ac

Continua.
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Continua.
Tratamentos T0 T3 T5 T7 T8 T13 T15 T21 T42 T45 T56 T63
CSTF’ (mmol Glu g de MS)
Mediana 1,24 0,64 0,83 0,87 0,93 0,7 1,49 0,84 0,89 0,67 0,83 0,7
ab” a ab ab ab a b ab ab a ab ab
CSTR® (mmol Glu g de MS)
Mediana 0,42 0,21 0,22 0,27 0,3 0,21 0,23 0,32 0,32 0,24 0,18 0,3
a ab ab ab ab ab ab ab ab ab b ab
SACF?® (mg sacarose g de MS)
Mediana 207,86 294,93 455,04 255,61 266,84 233,14 275,27 241,56 171,34 233,14 483,12 317.,4
a a a a a a a a a a a a
SACR? (mg sacarose g de MS)
Mediana 87,08 157,3 88,37 87,88 151,68 115,16 148,87 152,52 103,93 115,16 230,33 137,63
¢’ b c Cc b Cc b b Cc Cc a c

! concentragéo da redutase do nitrato na folha, 2 concentragio da redutase do nitrato na raiz,  concentracdo de amdnio na folha, # concentracdo de amonio na raiz, ° concentragdo de
aminodacidos solliveis totais na folha, ¢ concentragio de aminoacidos sollveis totais na raiz, 7 concentragio de carboidratos sollveis totais na folha, & concentragéo de carboidratos
solGveis totais na raiz, ° concentragdo de sacarose na folha, 1° concentracdo de sacarose raiz. * Letras iguais indicam que ndo existe diferenca significativa entre os tratamentos pelo Teste
de Wilcoxon, a 5% de probabilidade. Medianas em negrito: Tratamentos com diferenga estatistica significativa.
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4. DISCUSSAO

A selecdo e aplicacdo de agentes promotores de crescimento vegetal para incrementar a
biomassa das plantas, reduzir os custos de manejo e impulsionar a adocao de préaticas agricolas
sustentaveis surge como uma das estratégias mais cruciais da atualidade (BARGAZ et al, 2018;
CHAGAS et al.,, 2017; JASIM, et al, 2013; MACHADO et al., 2012; PASCUTTI;
SILVESTRE; ORTIZ, 2024). Diversas espécies de Trichoderma spp. sdo reconhecidas por sua
capacidade de promover o crescimento de plantas, levando a mudancas significativas no
metabolismo vegetal (CHAGAS et al., 2017; GONZALEZ; FUENTES, 2017; QUEIROZ;
OLIVEIRA, 2023; TYSKIEWICZ et al. 2022). Apesar do elevado nimero de trabalhos
avaliando o fungo Trichoderma spp. na promocédo de crescimento de plantas, o efeito de
isolados endofiticos e provenientes da rizosfera de Piper spp., adaptados as condicGes
edafoclimaticas na Amazoénia Oriental, ainda ndo foi investigado. A hip6tese do estudo é que
os isolados de Trichoderma spp. promovam efeitos positivos no crescimento de mudas de
pimenteira-do-reino. Adicionalmente, exploramos o efeito dos isolados selecionados nas
respostas bioguimicas das mudas de pimenteira-do-reino.

Afirmando as hipoteses levantadas, observamos em testes in vitro que 12 grupos de
isolados de Trichoderma spp. apresentaram concentragdes de AlA significativamente maiores
que a concentracgdo da testemunha. Quando representantes desses grupos de isolados T03, T05,
TO7, TO8, T13, T15, T21, T42, T45, T56, T63 foram avaliados in vivo alguns se destacaram
positivamente e estatisticamente no crescimento das mudas de pimenteira-do-reino nos
parametros de nimero de folha, nimero de entrends, altura das mudas, comprimento da raiz,
didmetro do colo, massa fresca da parte aérea e massa fresca e seca da raiz. As respostas
bioquimicas apresentadas sugerem um bom estado metabolico da planta na presenca de
Trichoderma spp.

A selecdo dos isolados para o teste in vivo pode ser alicercada pelos estudos que
caracterizam a sintese de fitohormdnios como o fator estimulante mais importante em quase
todas as fases de crescimento das plantas (CAl et al., 2016; JAROSZUK-SCISEL et al., 2019).
Vaérias espécies de Trichoderma produzem fitohormonios do grupo das auxinas, especialmente
0 &cido indol-acético - AlA geralmente na presenca de seu precursor, o L- triptofano (NIETO-
JACOBO et al., 2017; SINGH et al., 2017; TYSKIEWICZ et al., 2022).

Alguns isolados de Trichoderma spp. desafiaram as hipoteses propostas, demonstrando
resultados que ndo diferiram estatisticamente do tratamento controle. Esse achado reafirma que
a promocao de crescimento de plantas ndo é uma caracteristica universal de todos os isolados

de Trichoderma spp. Pesquisas anteriores sugerem que 0s mecanismos e moléculas envolvidos
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na promocao do crescimento das plantas por Trichoderma spp. sdo multivariaveis e sdo afetados
pelas condi¢Bes ambientais (NIETO-JACOBO et al., 2017). Logo, a capacidade de promover
0 crescimento depende de varios fatores, incluindo a existéncia de isolados da mesma espécie
que podem ou ndo promover o crescimento das plantas, ou, por exemplo, a cultura e/ou
variedade a que a espécie é aplicada (STEWART; HILL, 2013; SANCHEZ-MONTESINOS et
al., 2020).

Quanto aos incrementos positivos no crescimento das mudas de pimenteira-do-reino
apresentados por alguns tratamentos é possivel especular que estejam relacionados & producéo
de hormdnios, metabolitos secundarios e maior eficiéncia no uso de alguns nutrientes
(ESTRADA-RIVERA et al., 2019; TYSKIEWICZ et al., 2022). Pesquisas afirmam que
numerosas espécies de Trichoderma spp. podem colonizar as raizes das plantas culminando em
caracteristica vantajosa para as plantas. Para garantir a caracteristica de bom colonizador, o
fungo presumivelmente desenvolveu estratégias eficazes de superar os mecanismos de defesa
das plantas (CONTRERAS-CORNEJO et al, 2016; NOGUEIRA-LOPEZ et al, 2018).

Estudos anteriores alegam que o AlA sintetizado pelos microrganismos associados a
raiz de plantas pode interferir no desenvolvimento vegetal, perturbando o equilibrio da auxina
nas plantas estimulando o alongamento radicular e formacéo de raizes laterais. Assim, a sintese
de AIA pelos isolados pode ter modificado a arquitetura radicular, resultando em aumento da
massa radicular e, consequentemente, uma area aumentada adequada para colonizacdo
microbiana e um sistema radicular maior para absorcédo de nutrientes pela planta (BADER et
al., 2020; CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009; JAROSZUK-SCISEL et al., 2019; NIETO-
JACOBO et al., 2017). Contreras-Cornejo et al. (2009) sugeriram que T. virens e T. atrovirida
sintetizam AIA que aumentam as raizes laterais em plantas de Arabidopsis. Gravel et al. (2007)
apontam que T. atrovirida produziu AIA em condi¢des in vitro apos a adi¢do de L-triptofano,
sugerindo um possivel mecanismo para aumentar o peso fresco dos brotos e raizes de tomate.
Outros autores estudando plantas de tomate inoculadas com isolados de Trichoderma spp.
produtores de AIA observaram um aumento do teor de clorofila, do comprimento da parte aérea,
do peso fresco e seco da parte aérea e das raizes da planta (BADER et al., 2020).

Outra hipotese é a atuacdo de compostos orgéanicos volateis (COVs) produzidos por
Trichoderma spp. (GUO et al., 2019; KADDES et al, 2019; SILVA et al., 2021, 2022). Essas
moléculas sdo conhecidamente importantes na promocdo do crescimento de plantas, pois
costumam servir como mediadores na interacao entre organismos e plantas atuando na alteracao
de expressdo de proteinas e atividades de enzimas especificas (NIETO-JACOBO et al., 2017).
Com base no conhecimento molecular do genoma de diversas espécies de Trichoderma,
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pesquisas sugerem que o género possui uma abundancia de genes responsaveis pela codificacéo
de enzimas relacionadas a producdo de metabdlitos secundarios (LEE et al.,, 2016;
MUKHERJEE et al., 2012; SILVIA et al., 2021, 2022; ZHI-LIN et al., 2012). Lee et al. (2016)
descobriram que a exposicdo de Arabidopsis thaliana a COVs derivados de Trichoderma
resultou em aumentos de 31 a 56% na biomassa vegetal e de 82 a 89% no teor de clorofila, em
comparagdo com as plantas ndo expostas aos COVs de Trichoderma. Além disso, 0s
pesquisadores observaram que essas alteracGes, mediadas pelos COVs, sdo especificas de
espécie e dependentes da linhagem de Trichoderma utilizada. Outro estudo envolvendo COVs
de Trichoderma spp. sob o desenvolvimento de A. thaliana evidenciou que a presenca de COVs
de Trichoderma induziu o crescimento das plantas, resultando em maior area foliar, mais raizes
laterais e plantas com tonalidade verde mais escuro (JALALI et al., 2017).

Essas alegagdes corroboram com as respostas positiva de alguns isolados de
Trichoderma spp. do presente trabalho quando estas caracteristicas de promog&o de crescimento
podem ser observadas no aumento da biomassa das mudas de pimenteira-do-reino em relacéo
ao tratamento testemunha sem inoculacéo (Tabela 2, Tabela 3). Outros estudos demonstraram
o efeito de isolados de Trichoderma spp. na biomassa vegetal com resultados reportados, dentre
outras culturas, para alface (OZDEMIR et al., 2016; SILVIA et al., 2021; WONGLOM,; ITO;
SUNPAPAOQO, 2022), arroz (SOUSA et al., 2018), feijdio (CHAGAS et al., 2016), milho
(ZHANG et al., 2020), pimenta (SANCHEZ-MONTESINOS et al., 2020; YADAV et al.,
2023), soja (CHAGAS JUNIOR et al., 2021, 2022), tomate (SANCHEZ-MONTESINOS et al.,
2020) onde houve o efeito positivo da inoculagdo de Trichoderma spp.

O nitrogénio (N) é fundamental para as plantas, pois € um componente essencial de
muitas biomoléculas, como clorofila, aminoécidos e diversas enzimas. Em muitos sistemas de
producéo, a disponibilidade de nitrogénio € frequentemente um fator limitante, exercendo maior
influéncia sobre o crescimento das plantas do que qualquer outro nutriente (LEGHARI et al.,
2016). Como resposta a essa questdo, muitas espécies de plantas evoluiram desenvolvendo
relacBes simbiodticas mutuamente benéficas com microrganismos presentes no solo, que
garantem a entrada de nitrogénio para a planta (COURTY et al., 2015).

Na tentativa de entender o comportamento bioquimico das mudas de pimenteira-do-
reino em resposta a inoculacdo com isolados de Trichoderma spp. avaliagdes bioquimicas
foram realizadas e os resultados apontaram alteragdes em algumas atividades relacionadas ao
metabolismo do nitrogénio. Estudos sobre o papel do Trichoderma na assimilacdo simbiotica
de nitrogénio, como um dos principais componentes de respostas positivas no crescimento

vegetal, ainda sdo escassos, mas foi relatado que T. harzianum favoreceu a absorcdo de
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nitrogénio em ensaios de campo com milho (HARMAN, 2000).

Os resultados do presente estudo mostraram uma reducdo quantitativa nas
concentracOes da redutase do nitrato (RN) nas folhas e raizes, porém, evidenciou um aumento
nas concentracdes de amonio (AM) da parte aérea. A RN foi considerada a enzima chave na
regulacdo do metabolismo de Nitrogénio (N) na década de 70 (BEEVERS; HAGEMAN, 1969),
em razdo que o nitrato absorvido pelas raizes deve ser reduzido a amonio antes de ser
incorporado em compostos organicos, seja no sistema radicular ou na parte aérea.
Posteriormente, trabalhos néo evidenciaram aumento de crescimento e produtividade de plantas
com aumentos na atividade da RN (FAKOREDE; MOCK, 1978; EICHELBERG et al., 1989).
Com isso, concluiram que a atividade da RN ndo era um critério indicativo de alta eficiéncia na
assimilacdo do N (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000). Quanto ao AM, uma hipdtese é o
favorecimento no suprimento de AM pela manipulacdo dos genes transportadores de AM,
relacionado ao metabolismo do nitrogénio, por alguns isolados de Trichoderma spp.
melhorando a absorcdo e a metabolizacdo do N no interior da planta, assim como as taxas
fotossintéticas (DOMINGUEZ et al., 2016). Ap6s ser absorvido, o N pode ser assimilado
diretamente pela raiz ou ser transportado para as folhas, principalmente em plantas sadias, onde
ocorre 0 processo de assimilacdo (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000). Esse fenémeno
ajuda a explicar a alocagdo de AM nas folhas das mudas de pimenteira-do-reino.

Provavelmente, na assimilacdo do AM foi utilizada a maioria dos aminoacidos, assim
como os carboidratos, para a sintese de clorofila, rubisco e outras proteinas e, com isso, ocorreu
um baixo nivel de aminoacidos e carboidratos, assim, ndo teve diferenca estatistica na maioria
dos tratamentos. Consequentemente, ocorreu um aumento nas concentragbes de sacarose
(BADR et al., 2015; BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000). Em um estudo realizado por
Lemes et al. (2016), foi observado que o crescimento inicial in vitro de Miltonia flavescens foi
significativamente maior quando cultivada em meio suplementado com sacarose. Além de
promover o crescimento, a sacarose também pode desempenhar um papel no ajuste osmatico,
contribuindo para a regulagéo do fluxo interno de 4gua na planta e mantendo o potencial hidrico
em niveis adequados (LEMES et al., 2016). Assim, altas concentracGes de sacarose sugerem
um bom estado metabdlico regulador das mudas de pimenteira-do-reino na presenca de
Trichoderma spp.

Embora seja desafiador alcancar grandes redugdes no uso de fertilizantes quimicos sem
comprometer a producdo em muitos sistemas agricolas, uma diminuicdo gradual acompanhada
pelo uso de bioestimulantes ou biofertilizantes pode ser uma ferramenta eficaz para otimizar o

uso de insumos quimicos. Isso, por sua vez, pode ajudar a reduzir a poluicdo ambiental e a
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contaminacdo de culturas alimentares (BARGAZ et al, 2018; PASCUTTI; SILVESTRE;
ORTIZ, 2024; SANCHEZ-MONTESINOS et al., 2020).

Em conclusdo, avaliando os resultados do presente estudo, o isolado T21, proveniente
de areas com P. nigrum na Amazonia Oriental, foi selecionado como o mais eficiente nas
respostas de crescimento das mudas de pimenteira-do-reino, podendo ser um possivel promotor
de crescimento para a cultura apresentando propriedades importantes como producdo de
fitorménios, possivel producdo de compostos organicos volatéis e atuacdo no metabolismo de
assimilacdo de nitrogenio. As evidéncias fornecidas nesse estudo apoiam fortemente a
possibilidade de usar Trichoderma spp. como promotor de crescimento seguro, ecologicamente
correto e eficaz para a cultura da pimenteira-do-reino. Estudos futuros podem ser realizados
objetivando avaliar o efeito dos isolado no campo, abrangendo outras fases de desenvolvimento da

cultura.
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CONCLUSOES GERAIS

e Os isolados de Trichoderma spp. T9, T18, T44, T62, T69, T76, T77 e T80 apresentaram
um conjunto de mecanismos antagbnicos in vitro como antibiose, competicdo e
parasitismo que promoveram redugdo micelial do F. solani f. sp. piperis e evidente

secrecdo de enzimas extracelulares liticas como protease, amilase, lipase e esterase.

e Todos os isolados de Trichoderma spp., endofiticos ou da rizosfera de Piper spp.,
selecionados nos testes in vitro reduziram eficientemente a severidade da fusariose em
mudas de pimenteira-do-reino na Amazonia Oriental, surgindo como nova alternativa
para 0 uso desses microrganismos independentes ou integrado a outros manejos a

fusariose da pimenteira-do-reino.

e Trés isolados de Trichoderma spp. (T80, T18 e T44) apresentaram melhor eficiéncia
biocontroladora quando comparados com os resultados do tratamento com produto

comercial formulado a base de mix de Trichoderma spp.

¢ Isolados do género Trichoderma spp. obtidos de raizes e solos da rizosfera de Piper spp.
na Amazonia Oriental foram capazes de produzir horménio de crescimento vegetal (acido
indolacético-AlA).

e Isolados, selecionados in vitro quanto a capacidade de produzir AIA, promoveram ganhos
na parte aérea e radicular de mudas de pimenteira-do-reino. O isolado T21 apresentou
um maior nimero de pardmetros positivos relacionado ao crescimento das mudas e

mMOostrou-se como um promissor promotor de crescimento vegetal.

e O efeito da inoculacdo com Trichoderma spp. nas respostas bioquimicas nas mudas de

pimenteira-do-reino apresentou alteracdes significativas no metabolismo das plantas.

e As evidéncias fornecidas nesse estudo apoiam fortemente a possibilidade de usar
Trichoderma spp. obtidos de raizes e solos da rizosfera de Piper spp. na Amaz6nia
Oriental como agente de biocontrole e promotor de crescimento seguro, ecologicamente

correto e eficaz para a cultura da pimenteira-do-reino.



