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Impacto potencial desta pesquisa

A utilizacdo de microrganismos benéficos na agricultura intensificou nas ultimas
décadas, principalmente no controle de doencgas de plantas e recentemente pesquisas
com foco na promocgao do crescimento e atenuagao de estresses ambientais vem
sendo fortemente investigadas. A alta capacidade de isolados nativos do fungo
Trichoderma spp. em produzir auxina, o fitohormdnio de crescimento e estresse das
plantas e a solubilizacdo de fésforo, um macronutriente essencial e de baixa
disponibilidade nos solos, sao potenciais candidatos para a utilizagdo nos cultivos e o
entendimento da interacio desses isolados com as plantas em condicdes de auséncia
e estresse ambiental, permite maior compreensdo dos efeitos na promocio ou
regulacdo do crescimento das plantas. O resultado obtido dessa pesquisa traz
elucidagdes dos mecanimos de modulacdo do metabolismo hormonal e antioxidante
das plantas por isolados nativos do fungo benéfico Trichoderma spp. com alta
habilidade de producdo do fitohormbnio auxina, acido indolacético (AlA), que
demonstraram promover a adaptagdo as plantas nas condicdes de ambiente,
atenudando o estresse nutricional e regulando o crescimento das plantas. Estresses
ambientais como a falta e excesso de chuvas, altas temperaturas, solos de baixa
fertilidade e salinos sdo fatores que prejudicam a produgédo de alimentos, trazendo
consequéncias negativas que afetam a economia e a sociedade, pelo aumento dos
precos e baixa qualidade dos alimentos produzidos. A presente pesquisa buscou
atender o objetivo 2, item 2.4 da Organizac&o de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
da Organizagado das Nagdes Unidas (ONU) que dispbe até 2030, garantir sistemas
sustentaveis de produgao de alimentos e implementar praticas agricolas resilientes,
que aumentem a produtividade e a producgado, que fortalecam a capacidade de
adaptacgao as mudangas climaticas e que melhorem progressivamente a qualidade da
terra e do solo. O estudo e desenvolvimento de bioprodutos a base de microrganismos
capazes de regular e atenuar os estresses abientais que afetam as cultutras agricolas
sdo importantes ferramentas de manejo sustentaveis para a agricultura, trazendo
benéficios econdmicos, ambientais e sociais.



Potential impact of this research

The use of beneficial microorganisms in agriculture has intensified in recent decades,
mainly in the control of plant diseases and recently research focusing on promoting
growth and mitigating environmental stresses has been heavily investigated. The high
capacity of native isolates of the fungus Trichoderma spp. in producing auxin, the plant
growth and stress phytohormone and the solubilization of phosphorus, an essential
macronutrient with low availability in soils, are potential candidates for use in crops and
understanding the interaction of these isolates with plants in conditions of absence and
environmental stress, allows greater understanding of the effects on promoting or
regulating plant growth. The result obtained from this research provides elucidation of
the mechanisms of modulation of hormonal and antioxidant metabolism in plants by
native isolates of the beneficial fungus Trichoderma spp. with high ability to produce
the auxin phytohormone, indoleacetic acid (IAA), which has been shown to promote
plant adaptation to environmental conditions, mitigating nutritional stress and
regulating plant growth. Environmental stresses such as lack and excess rainfall, high
temperatures, low fertility and saline soils are factors that harm food production,
bringing negative consequences that affect the economy and society, through
increased prices and low quality of the food produced. This research sought to meet
objective 2, item 2.4 of the United Nations (UN) Sustainable Development Organization
(SDG), which provides until 2030, to guarantee sustainable food production systems
and implement resilient agricultural practices, which increase productivity and
production, which strengthen the capacity to adapt to climate change and which
progressively improve the quality of land and soil. The study and development of
bioproducts based on microorganisms capable of regulating and mitigating
environmental stresses that affect agricultural crops are important sustainable
management tools for agriculture, bringing economic, environmental and social
benefits.
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CARACTE’RIZAQAO DE Trichoderma spp. PRODUTORES DE ACIDO
INDOLACETICO E SOLUBILIZADORES DE FOSFORO: EFEITOS NO
CRESCIMENTO INICIAL DE PLANTAS

RESUMO - Espécies de Trichoderma spp. tem sido investigada pela
capacidade de promover o crescimento das plantas e tolerancia a estresses abidticos,
devido a habilidade de producédo de AIA e solubilizagdo de fosforo. Contudo, a alta
concentragdo produzida de AIA pode trazer efeitos positivos, nulos e negativos no
crescimento das plantas, nos quais ainda ndo sdo bem entendidos. Devido a
diversidade das espécies de Trichoderma em diferentes condigdes de ambientes, a
selecao de isolados nativos associados a diferentes condigdes agroecologicas, torna-
se importante para o estudo e desenvolvimento de bioestimulantes. Esta pesquisa
teve trés objetivos: 1) bioprospectar isolados nativos com potencial de solubilizagdo
de fésforo e produgéo de AlA in vitro. 2) avaliar os efeitos na promogéo ou regulagéo
do crescimento inicial de um gendtipo de milho var. Airan IAC, sob condi¢do de
estresse nutricional. 3) entender como isolados de Trichoderma com alta produgéo de
AIA, promove ou regula o crescimento de micro tomate selvagem (cv. micro-tom) e
gendtipo mutante dgt (sensivel a auxina) na auséncia de estresse. Parametros de
crescimento do comprimento, massa seca da parte aérea e raizes, razdo parte
aérealraiz, alteragbes bioquimicas dos niveis enddgenos de AlA, GAs e flavonoides
da parte aéreal/raizes, metabolismo oxidante (peroxido de hidrogénio - H202 e
malondialdeido - MDA) e antioxidante enzimatico (superdoxido dismustase - SOD,
catalase - CAT e ascobarto peroxidase (APX) da parte aérea, proteinas totais e
acgucares soluveis totais foram avaliados. Os isolados nativos obtidos foram eficientes
na solubilizagéo de fosfato de ferro (P-Fe) variando entre 11,6 a 0,2 ug PO4+*.mL"" de
P e alto potencial na produgéo de AIA, variando entre 0,51 a 623,5 ug AIA.mL-'. Quatro
isolados nativos com alta capacidade de produgdo de AIA (32 a 620 ug/mL" AlA)
foram utilizados nos ensaios de crescimento do gendtipo de milho. Os isolados
mostraram diferentes efeitos no crescimento e efeitos positivos foram verificados no
comprimento das raizes e relagao parte aérea/raiz das plantas de milho e atenuacéao
do estresse oxidativo na condi¢gdo de estresse nutricional. No ensaio com genétipos
de tomate selvagem e mutante, utilizou o isolado nativo P13, devido sua alta habilidade
de produzir AlA in vitro, o qual apresentou efeito neutro/nulo no crescimento dos dois
genotipos de micro tomate. Contudo, observamos um maior desenvolvimento de
raizes adventicias nas plantas inoculadas. Os isolados nativos de Trichoderma spp.
alteram o metabolismo primario e secundario das plantas, promovendo o balanco
hormonal, oxidante e antioxidante, na presenca e auséncia de estresse do ambiente,
melhorando a adaptagdo do crescimento e desenvolvimento das plantas nas
condi¢cdes do ambiente.

Palavras-chave: Fitohormonios, flavonoides, Hypocrea; milho, micro-tomate
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CHARACTERIZATION OF Trichoderma spp. INDOLACETIC ACID PRODUCERS
AND PHOSPHORUS SOLUBILIZERS: EFFECTS ON INITIAL PLANT GROWTH

ABSTRACT - Species of Trichoderma spp. has been investigated for its ability
to promote plant growth and tolerance to abiotic stresses, due to its ability to produce
IAA and solubilize phosphorus. However, the high concentration of IAA produced can
have positive, null and negative effects on plant growth, which are not yet well
understood. Due to the diversity of Trichoderma species in different environmental
conditions, the selection of native isolates associated with different agroecological
conditions becomes important for the study and development of biostimulants. This
research had three objectives: 1) bioprospect native isolates with potential for
phosphorus solubilization and IAA production in vitro. 2) evaluate the effects on
promoting or regulating the initial growth of a corn genotype var. Airan IAC, under
conditions of nutritional stress. 3) understand how Trichoderma isolates with high IAA
production promote or regulate the growth of wild micro tomato (cv. micro-tom) and dgt
mutant genotype (auxin sensitive) in the absence of stress. Length growth parameters,
dry mass of shoots and roots, shoot/root ratio, biochemical changes in endogenous
levels of IAA, GAs and flavonoids in shoots/roots, oxidant metabolism (hydrogen
peroxide - H202 and malondialdehyde - MDA) and enzymatic antioxidant (superoxide
dismustase - SOD, catalase - CAT and ascobarte peroxidase (APX) from the aerial
part, total proteins and total soluble sugars were evaluated. The native isolates
obtained were efficient in the solubilization of iron phosphate (P-Fe) ranging between
11.6 to 0.2 ug PO4+*>.mL™" of P and high potential in the production of IAA, ranging
between 0.51 to 623.5 uyg IAA.mL"". Four native isolates with high IAA production
capacity (32 to 620 ug IAA.mL"") were used in the maize genotype growth assays. The
isolates showed different effects on growth and positive effects were verified on root
length and shoot/root ratio of corn plants and attenuation of oxidative stress under
nutritional stress conditions. In the test with wild and mutant tomato genotypes, the
native isolate P13 was used, due to its high ability to produce IAA in vitro, which had a
neutral/null effect on the growth of the two micro tomato genotypes. However, we
observed a greater development of adventitious roots in the inoculated plants. Native
isolates of Trichoderma spp. alter the primary and secondary metabolism of plants,
promoting hormonal, oxidant and antioxidant balance, in the presence and absence of
environmental stress, improving the adaptation of plant growth and development to
environmental conditions.

Keywords: Phytohormones, flavonoids, Hypocrea; corn, micro-tomato



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1.1 Trichoderma spp. como bioestimulante de plantas: promotor ou regulador do

crescimento?

1.2 Introducao

A adocdo tecnologias inovadoras de bioinsumos microbiolégicos que
promovam o crescimento e a defesa das plantas sdo novas praticas de agricultura
para preencher as lacunas de produtividade ainda existentes, ndo apenas para o
controle de doengas que causam grandes prejuizos econdmicos, mas também na
promogcao de crescimento e atenuacao de estresses climaticos.

A agricultura esta em fase de transigdo de mudanga de praticas quimicas para
nao-quimicas, passando para tecnologias microbianas na forma de biodefensivos e
biofertilizantes (Sharma e Sharma, 2020).

Produtos a base de Trichoderma spp. tém sido particularmente notados como
agentes de controle biolégico de sucesso contra diferentes fitopatégenos do solo e
indutores de resisténcia a estresses bidticos (Singh et al., 2018; Sharma e Sharma,
2020; Alizadeh et al., 2024). Além do sucesso como agente de biocontrole, isolados
de Trichoderma spp. provaram ter atividade bioestimulante, promoc¢éo do crescimento
da planta, melhor rendimento e qualidade dos alimentos, e mitigador dos efeitos
prejudiciais dos estresses abidticos (Sood et al., 2020; Tyskiewicz et al., 2022; Woo et
al., 2023).

Espécies de Trichoderma spp. sao capazes de promover o crescimento das
plantas através de mecanismos indiretos, como a solubilizagado de fosfatos, potassio,
producdo de enzimas fosfatases, sideréforos e fitohorménios (Bader et al., 2020;
Bononi et al., 2020; Chen et al., 2021; Tyskiewicz et al., 2022).

A producao de acido indolacético (AlA) por microrganismos do solo e da
rizosfera, incluindo Trichoderma spp., tem sido relacionado com a promocao do
crescimento das plantas, mediante a modificacdo da arquitetura da raiz, crescimento

e aumento dos pelos radiculares, resultando no aumento da biomassa radicular e
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consequentemente, maior absorgdo de agua e nutrientes pelas plantas (Contreras-
Cornejo et al., 2009; Nieto-Jacobs et al., 2017; Bader et al., 2020; Abdenaceur et al.,
2022). No entanto, diferengas contrastantes sdo observadas em experimentos de
promogao de crescimento com Trichoderma produtores de AlA, com efeitos negativos,
neutros e positivos no crescimento das plantas, sugerindo que 0s mecanismos
envolvidos sdo multivariaveis e dependentes das condigbes ambientais (Nieto-Jacobo
et al., 2017).

A correlagao entre a sintese de AIA e a promocéao do crescimento das plantas
em sistemas baseados no solo é menos convincente, visto que muitos isolados de
Trichoderma spp. sao capazes de sintetizar AIA, mas poucos podem promover o
crescimento das plantas (Hoyos-Carvajal et al., 2009; Nieto-Jacobo et al., 2017).

O AlA sintetizado por microrganismos associados as raizes das plantas podem
interferir no seu desenvolvimento, perturbando o equilibrio de auxinas nas plantas
(Contreras-Cornejo et al., 2009; Nieto-Jacobo et al., 2017). O efeito da inoculagdo com
isolados de Trichoderma spp. em plantas em condi¢des naturais podem depender do
tipo e concentracdo de auxinas produzidas pelos fungos (Contreras-Cornejo et al.,
2009). Os autores demonstraram que a aplicagdo de compostos de AlA produzido por
T. virens em plantas de Arabidopsis teve efeito dose-dependente no seu crescimento,
aumentando a biomassa da planta em pequenas quantidades, mas inibindo o
crescimento em concentracdes mais altas.

A variacdo na resposta de crescimento das plantas pela agdo de auxina é
complexa e envolve a participagao de flavonoides na interagéo planta-microrganismo
bem como na modulagao de proteinas de transporte de auxinas nas plantas (Sukumar
et al., 2013; Kurepa et al., 2023).

Os flavonoides sdo importantes inibidores de transportadores de auxina na
modulagao da concentragcdo de auxina em niveis celulares e intercelulares. Por outro
lado, os flavonoides podem determinar gradientes em concentragdo de auxina em
nivel celular e tecidual, principalmente modulando o catabolismo da auxina, agindo
como eliminadores de EROs (Pollastri e Tattini, 2011; Peer et al., 2011, 2013; Zhang
e Peer, 2017).

A capacidade dos flavonoides de modular EROs, bem como a sinalizagao de

AlA pode ajudar a explicar seu envolvimento nas respostas morfogénicas induzidas
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pelo estresse, uma resposta geral das plantas “adaptarem” as condigbes ambientais
adversas (Brunetti et al., 2018).

Essa revisdo tem como objetivo dar a luz ao estado da arte sobre a agao do
AlA produzido por Trichoderma e a interacdo com flavonoides e EROs nas respostas

de promogao ou regulagao do crescimento das plantas.

1.3 Revisao de literatura

1.3.1 Género Trichoderma: O Super-Fungo oportunista e simbionte

O Género Trichoderma foi descrito por Christiaan Hendrik Persoon (Pers.) em
1794 e corresponde a fungos filamentosos eficientes colonizadores do ambiente,
oportunistas, avirulentos que exibem uma complexa relagao simbiodtica com as plantas
(Sood et al., 2020). Sao fungos cosmopolitas e frequentemente predominantes da
micoflora em solos, serapilheira, matéria organica e na rizosfera de ecossistema de
todas as zonas climaticas (Singh et al., 2018).

Fungos do género Trichoderma spp. Pers. (1794) em sua fase teleomorfica ou
sexuada pertence ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales,
familia Hypocreaceae e caracteriza-se por formacdo de estruturas reprodutivas
chamadas de peritécios e a formagédo de ascdsporos (esporos sexuais), porém sua
fase sexuada é raramente formada em cultura pura, mas pode ser encontrada na
natureza sobre fungos macroscoépicos e madeira em decomposig¢ao (Samuels, 2006)

(Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de reprodugao do fungo Trichoderma spp. em sua forma anamorfica
(assexual) e teleomorfa (sexual) (Sales et al., 2020).

Na fase anamorfica ou assexuada, Trichoderma spp. caracterizam-se por
formacao de estruturas reprodutivas chamadas de conidiéforos com tipicos conidios
(esporos) unicelulares, esféricos, ovais ou alongados e sdo mais comumente
observados e estudados em culturas puras (Samuels, 2006).

Na natureza, as formas assexuadas dos fungos persistem como individuos
clonais, muitas vezes heterocariéticos, e em populagdes que provavelmente evoluem
de forma independente na fase assexuada. Apresentam um alto nivel de diversidade
genética, e pode ser usado para produzir uma ampla gama de produtos de interesse
comercial e ecologico (Harman et al., 2004).

Cerca de 530 espécies do género Trichoderma sao registradas pelo Index
Fungorum. A colonizagao do ambiente solo parece ser mais restrita a algumas
especies ‘oportunistas ambientais’, altamente adaptadas a vida e competicdo no solo
e rizosfera e distribuidas em todo o planeta (Druzhinina et al., 2011).

As espécies de Trichoderma consideradas oportunistas ambientais séo
caracterizadas por alguns fenétipos em comum, como ampla distribuicdo geogréfica,
crescimento rapido e colonizagdo agressiva dos nichos no solo e na rizosfera, alta
capacidade de parasitar ou predar outros fungos (micoparasitimo) e também a
capacidade de estabelecer interagdes benéficas com as plantas, resultando em
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promogao de crescimento e indugcido de resisténcia a doencgas e estresses abidticos
(Harman et al., 2004).

Esses mecanismos de prote¢cdo a doencgas e promoc¢ao de crescimento das
plantas, colocam esse conhecido agente de controle biolégico, como agente de
multitalentos, multifuncional e de microrganismo ecolégico (Sood et al.,2020; Woo et
al., 2023; Alizadeh et al., 2024).

O oportunismo na rizosfera de plantas por Trichoderma & caracterizado pela
alta capacidade deste fungo colonizar uma ampla gama de habitats, empregando uma
combinagao de caracteristicas de competicdo por espaco e recursos nutricionais,
resisténcia a estresses, reparacdo de danos celulares e modificagcdo das condi¢des
ecoldgicas de vida a seu favor (Woo et al., 2023).

A promocao de crescimento promovida por Trichoderma spp. € comprovada
por varias pesquisas utilizando diferentes hospedeiros e condigdes de ambiente,
sendo na maioria das vezes relatados aumentos no crescimento e produgdo de
culturas (Tabela 1).

A capacidade de solubilizacdo de macro e micronutrientes do solo e 0 aumento
da disponibilidade para as plantas s&o evidenciadas por varias pesquisas, em
diferentes culturas. Diferentes espécies de Trichoderma spp. solubilizam e
disponibilizam no solo e para as plantas, nutrientes essenciais importantes como os
macronutrientes P, K, N, Ca, S, Mg, e micronutrientes como Zn, B, Mn (Tabela 2).

A solubilizagdo de fésforo por Trichoderma € um mecanismo continuamente
investigado por diversos pesquisadores e o resultado de selegbes de isolados com
potencial de solubilizagdo de fosfatos no solo, através da produgao enzimas fosfatase
e acidos organicos, apresenta resultados benéficos no crescimento das plantas,
(Bononi et al., 2018).



Tabela 1. Efeito da interacédo Trichoderma-planta no crescimento e produtividade de culturas sob diferentes condi¢cdes de

ambiente.

Isolados de Trichoderma spp.

Planta hospedeira

Condicao de

ambiente

Efeito no crescimento ou produtividade

Referéncias

T. harzianum e T. viride

Saccharum officinarum

sem estresse

Aumento da germinagao, populagdo de

perfilhos, e rendimento (t/ha)

Srivastava et al., 2006

T. harzianum Th 37

Saccharum officinarum

sem estresse

Aumento da produtividade devido ao maior
numero de perfilhos, altura e peso de colmo

das plantas

Singh et al., 2010

T. asperellum (isolado-GF 332 -

Lallemand)

Saccharum officinarum

estresse déficit

hidrico

Aumento da altura da planta, largura da folha,
peso fresco e seco dos caules, comprimento

da raiz e peso seco da raiz

Scudeletti et al., 2021

T. guizhouense

Zea mays

estresse bidtico

Promogao do crescimento e desenvolvimento
de raizes laterais e aumento da producgéo de

biomassa

Xu et al., 2020

T. asperellum (NRT2), T. koningiopsis
(THB3) e T. harzianum (TRC3).

Zea mays

estresse salino

Aumento do comprimento de parte aérea e
raizes, nimero de raizes secundarias, area

foliar e biomassa de caule e folhas

Kumar et al., 2016

T. asperellum T34 (Biocontrol

Technologie)

Zea mays

estresse déficit

hidrico

Nao houve aumento no crescimento sob
estresse hidrico, porém houve aumento
significativo no nimero e na massa seca de

gréos por planta sem estresse hidrico.

Estévez-Gefriaud et al., 2020

T. yunnanense (Th4) e T. afroharzianum
(The)

Triticum aestivum

estresse salino

Aumento da biomassa da parte aérea e

raizes

Oljira et al., 2020

Trichoderma longibrachiatum T6

Triticum aestivum

estresse salino

Aumento no comprimento, peso fresco e

seco de perfilhos e raizes

Zhang et al., 2016

Trichoderma spp.

Oryza sativa

sem estresse

Aumento da altura das plantas, numero de

folhas, perfilhos e comprimento das raizes

Doni et al., 2014

Trichoderma spp. isolado AMS

Glycine max

sem estresse

Aumento da biomassa aérea, area foliar e

massa seca de raizes e altura de plantas

Bononi et al., 2020




T. harzianum isolados M10, T22, TH1, T.

asperellum KV906 e T. virens isolado

Glycine max

sem estresse

Em casa de vegetacdo, aumento do
comprimento do caule (até 67%),
comprimento da raiz (até 31%), peso fresco
(até 68%), peso seco da planta (até 56%) e
ramos florais (até 50%). Em ensaios de

campo, aumentou o peso do caule, o nUmero

Marra et al., 2019

GV41
de vagens por planta, o peso total das
vagens, o numero de sementes por planta, o
peso total das sementes e o peso de 100
sementes.
) . estresse excesso . .
T. harzianum Solanum lycopersicum Aumento da biomassa da planta Elkelish et al., 2020

hidrico

T. Harzianum T22, Koppert Biological

Systems.

Solanum lycopersicum

sem estresse

Aumento do peso, nimero e produgéo de

frutos por planta

Cairillo et al., 2020

T. viride (BBA 70239)

Solanum lycopersicum

sem estresse

Aumento da biomassa vegetal, maior
tamanho das plantas e desenvolvimento

significativo das raizes laterais.

Lee et al., 2016

T. longibrachiatum isolados KH , T.
longibrachiatum isolados MA e T.

harzianum

Solanum lycopersicum

estresse déficit

hidrico

Aumento do peso seco da parte aérea e

maior volume de raiz

Khoshmanzar et al., 2019

T. harzianum e T. asperellum

Passiflora caerulea

sem estresse

Aumento da area foliar, acimulo de
biomassa e aumento do rendimento das

frutas

Sesan et al., 2020

Trichoderma azevedoi CEN1241

Lactuca sativa

sem estresse

Aumento da massa fresca e seca total da
planta, comprimento de parte aérea e raiz e

largura das folhas.

Silva et al., 2021

T. Harzianum T22, Koppert Biological

Systems.

Cucurbita pepo

sem estresse

Aumento na produgdo e biomassa seca de

raizes

Formisano et al., 2021

T. asperellum e T. harzianum isolados
T22

Allium cepa L.

sem estresse

Aumento da biomassa dos bulbos

Ortega-Garcia et al., 2020

T. atroviride IMI1206040 e T. atroviride B
LUB6O;

Arabidopsis thaliana

sem estresse

Aumento da biomassa fresca da planta

Nieto-Jacobo et al., 2017
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T. aggressivum (DAOM222156 e IMI
393970); T. asperellum (GJS 02-65); T.
harzianum (CBS 226.95); T.
longibrachiatum (CBS 118642 e TR97);
T. pseudokoningii (CBS 480.91 e CBS
130756); e T. viride (GJS 04-379)

Arabidopsis thaliana e

Solanum Lycopersicum

sem estresse

Aumento de altura e biomassa das plantas e

desenvolvimento das raizes laterais

Lee et al., 2016

Trichoderma asperellum Q1

Arabidopsis thaliana

estresse

deficiéncia de ferro

Aumento no comprimento das raizes

Zhao et al., 2020.

16
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Tabela 2. A¢ao de Trichoderma spp. na disponibilidade de nutrientes para as plantas e solubilizagcdo de nutrientes no solo.

Disponibilidade,

AMS

acidos organicos durante o
processo de solubilizagdo: acido
latico, acido fumarico, acido
ascorbico, acido gluconico, acido
d-malico, acido d-isocitrico, acido

citrico e acido fitico.

Isolados de Planta Disponibilidade Disponibilidade, solubilizagdo Outros
. . solubilizagéo ou . Micronutrientes Referéncias
Trichoderma spp. hospedeira ou absorgdo de N ou absorgao de P macronutrientes
absorgao de K
aumento (+) na
) o aumento (+) na
disponibilidade em ) o ) o aumento na
aumento (+) na disponibilidade disponibilidade de 44%
. Saccharum 27% no solo; absorgéo (+) de .
T. harzianum Th 37 o de 65% no solo; aumento (+) na | no solo; aumento (+) na | no afetado Singh et al., 2010
officinarum aumento (+) na Mn (79%), Zn
absorgéo de 0,056 - 0,110% absorgéo de 0,5 -
absorgéo de 0,42 - (66%) e Cu (6%)
1,14%
0,71%
T. asperellum
(NRT2), T. -
o . solubilizagéo de fosfato (+) entre . . .
koningiopsis (THB3) | Zea mays n&o avaliado n&o avaliado n&o avaliado nao avaliado Kumar et al., 2016
. 40,79 a 56,13 pg/ml.
e T. harzianum
(TRCS3).
T. asperellum T34 aumento (+) de )
. aumento (+) nas aumento (+) de S Estévez-Gefriaud et
(Biocontrol Zea mays aumento (+) nas folhas e graos aumento (+) nos graos Zn nas folhas e
) folhas e graos nas folhas - al., 2020
Technologie) B nos gréos
solubilizagéo de fosfato (+);
atividade enzimatica das
fosfatases acida e alcalina (+);
indicando a capacidade de
mineralizar o fésforo organico na
Trichoderma spp. ) ) forma de fitato; produgéo de ) ) ) )
Glycine max ndo avaliado ndo avaliado ndo avaliado nao avaliado Bononi et al., 2020




18

. Solanum aumento (+) 18% aumento (+) 60% na . . .
T. harzianum . aumento (+) 49% na absorgéo n&o avaliado nao avaliado Elkelish et al., 2020
lycopersicum na absorgao absorgao
T. longibrachiatum solubilizagéo de fosfato entre aumento na
KH, T. Solanum aumento (+) 62,7% |85,36 mgL"a114,7mgL™",; Aumento (+) na 2o afetad absorgdo (+) de | Khoshmanzar et al.,
nao afetado
longibrachiatum MA e | lycopersicum na absorgao aumento da absorc¢ao de fosforo | absorcao Fe (39.3%) e Zn | 2019

T. harzianum

(+) 34,7%

(47.6%)

T. Harzianum T22,
Koppert Biological

Systems.

Cucurbita pepo

o conteudo nas
folhas nao foram

aumentados

aumento (+) 38.5% na absorgéo

content in the leaves

was not affected

aumento na
absorgéo (+)
21.6% de Mg; Ca
e S nao foram

afetados

nao avaliado

Formisano et al.,
2021
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Compostos organicos volateis (COVs), como 6-pentil-a-pirona (6PP),
produzidos por Trichoderma spp. em baixa concentragcdo, podem atuar como
moléculas sinalizadoras para modular a germinacao de semente, crescimento da
planta, arquitetura da raiz e respostas imunoldgicas das plantas (Vinale, et al., 2008;
Garnica-Vergara et al., 2016; Silva et al. 2021).

Os genomas de Trichoderma possuem genes de fitohorménios envolvidos na
producao de auxinas, giberelinas, acido abscisico, acido salicilico e citocininas, sendo
dependente do isolado ou do ambiente (Guzman-Guzman et al., 2019) e tém sido
associadas ao crescimento de hifas, a colonizagéo de raizes, a ativagdo das enzimas
antioxidantes e a promog¢do de desempenho das plantas sob estresse abibtico
(Pedrero-Méndez et al. 2021; lllescas et al., 2021) (Tabela 3).

A interacdo planta-Trichoderma envolve moléculas de reconhecimento
definidas como Padrbes Moleculares Associados a Microbios (MAMPS - Microbe-
Associated Molecular Patterns) e efetores MAMPS. As moléculas efetoras ligam-se
aos Receptores de Reconhecimento de Padrées (PRRs - pattern-recognition
receptors) e receptores intracelulares do hospedeiro e, assim, desencadeiam uma
série de eventos que levam a resisténcia a doengas e a promogao de crescimento das
plantas (Hermosa et al. 2012; Sood et al. 2022)

Trichoderma spp. atuam localmente e sistemicamente, envolvendo uma
cascata de sinalizagdo, ativacdo e acumulo de metabdlitos e enzimas como
terpenoides, flavonoides, fitoalexinas, enzimas antioxidantes, além de agucares e
aminoacidos também sdo sintetizados (Tabela 4). A modificagdo do metabolismo pela
interacdo Trichoderma-planta na promog¢dao do crescimento sdo variaveis e
dependentes do isolado e espécie de Trichoderma, espécie da planta e condi¢des de

ambiente (Tabela 4).



Tabela 3. Producao de fitohormonios por Trichoderma spp. e interacdo com o ambiente.
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Isolados de . Condicao . L . Acido . . .
Planta hospedeira Auxina Citocinina Etileno Brassinosteroides Referéncias
Trichoderma spp. de ambiente abscisico
expressao do gene de
. estresse sintese YUC4 e gene de ) . ) .
T. guizhouense Zea mays o n&o avaliado nao avaliado n&o avaliado nao avaliado Xu et al., 2020
biodtico transporte PIN2 no
tecido radicular
produgédo de AlA entre
T. asperellum (NRT2),
o estresse 5,5 a 36,40 pg/ml' com ) . ) . Kumar et al.,
T. koningiopsis (THB3) Zea mays ) ) n&o avaliado nao avaliado n&o avaliado nao avaliado
] salino L-triptofano e 0,7 a 1,6 2016
e T. harzianum (TRC3). .
pg/ml' sem L-triptofano
T. yunnanense (Th4) e . . estresse produgéo de AlA entre ) ) ) ) )
. Triticum aestivum . n&o avaliado nao avaliado n&o avaliado nao avaliado Oljira et al., 2020
T. afroharzianum (Th6) salino 0,05a 0,11 ugmL™’
estresse aumento dos
. Solanum . . aumento dos niveis . . Elkelish et al.,
T. harzianum . excesso nao avaliado n&o avaliado niveis (+) na nao avaliado
lycopersicum ) (+) na planta 2020
hidrico planta
sem expressao .
. Solanum sem sem expressao de sem expressao de genes | super-expressao de sem expressao de Manganiello et
T. harzianum ) ) ) ) de genes )
lycopersicum estresse genes associados associados genes associados ) genes associados al., 2018
associados
T. longibrachiatum KH , .
) ) Solanum estresse produgéo de AlA entre ) ) ) ) Khoshmanzar et
T. longibrachiatum MA . o n&o avaliado nao avaliado n&o avaliado nao avaliado
. lycopersicum déficit hidrico 2,98a 10,01 mg L™ al., 2019
e T. harzianum
T. Harzianum T22, Aumento do precursor Diminuigéo de citocinina biossintese da .
. ) ) sem ) . ) . . Formisano et al.,
Koppert Biological Cucurbita pepo ¢ de AlA, 3-hidroxi-indole- N6-(D2-isopentenil)- nao modulado nao modulado forma ativa 2021
estresse
Systems. 3-butiril-CoA adenosina 5'-difosfato homobrassinolida
aumento da produgao
T. asperellume T. . sem de AlA depende do . . . . Ortega-Garcia et
) Allium cepa L. . nao avaliado nao avaliado nao avaliado nao avaliado
harzianum T22 estresse precursor: triptofol > al., 2020

triptamina > I-triptofano.
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T.reesei QM6a; T.

i produgéo de AlA )

atroviride IMI206040; T. ) ) ) sem ) . ) ~ ) . ) ~ ) Nieto-Jacobo et

) Arabidopsis thaliana depende do isolado e do ndo avaliado ndo avaliado nao avaliado ndo avaliado
virens Gv29.8 e T. estresse . al., 2017
ambiente.
asperellum.
. Estresse .
Trichoderma . . . o Produgéo de AlA entre _ . ~ . _ . ~ .
Arabidopsis thaliana | deficiéncia nao avaliado nao avaliado nao avaliado nao avaliado Zhao et al., 2020.

asperellum Q1

de ferro

0,36a22,92mg L™
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Tabela 4. Metabolismo bioquimico na interacdo Trichodema-planta em diferentes hospedeiros e condi¢bes de ambiente.

Isolados de Planta Condicao Enzimas Acumulagdo | Carboidratos e Aminoacidos Proteinas Flavonoides e Referénci
eferéncias
Trichoderma spp. hospedeira | de ambiente antioxidantes de MDA acucares fitoalexinas
aumento de 11,5% redugdo de . .
T. asperellum (GF 332 - | Saccharum estresse _ . aumento de prolina _ . ~ . Scudeletti et
. L da SOD e 20% da | n&o avaliado sacarose e nao avaliado nao avaliado
Lallemand) officinarum | déficit hidrico . ) em 63% al., 2021
POD agucares totais
T. asperellum (NRT2), aumento em 2 vezes .
o estresse ) o ) ) aumento do conteudo | Kumar et al,,
T. koningiopsis (THB3) Zea mays ) ndo avaliado diminuicao (-) n&o avaliado o conteudo de ndo avaliado )
) salino . de fendis 2016
e T. harzianum (TRC3) prolina
. conteudo de prolina )
T. yunnanense (Th4) e Triticum estresse _ . ~ . ~ . . ~ . ~ . Oljira et al.,
. . . nao avaliado nao avaliado nao avaliado depende do isolado | ndo avaliado nao avaliado
T. afroharzianum (Th6) aestivum salino ) 2020
e cultivar da planta
. B aumento de 29% aumento de )
Trichoderma Triticum estresse L aumento de prolina . ) - ) Zhang et al.,
. . . . da SOD, 39% POD | diminui¢éo (-) | 31% de agucar nao avaliado nao avaliado
longibrachiatum T6 aestivum salino . em 35% 2016
e 19% CAT soluvel
aumento de
proteina .
estresse aumento da . aumento no conteudo .
) Solanum - L aumento de aumento do soluvel e ) Elkelish et
T. harzianum ) excesso expressdo do gene | diminuicao (-) ) ) - de flavonoides e
lycopersicum o agucares totais | conteudo de prolina | expresséo do o al., 2020
hidrico FeSOD antocianinas
gene da
aquaporina
aumento do aumento no
. sem aumento
T. Harzianum T22, . conteudo de conteudo de .
) . Solanum sem . ) de amido, ) i sem aumento de Carillo et al.,
Koppert Biological ) ndo avaliado n&o avaliado ) asparagina (+37%), proteina o
lycopersicum estresse glicose, frutose, polifendis 2020
Systems. GABA (+87%) e solivel em
sacarose
MEA (+102%) 20%
T. harzianume T. Passiflora sem ~ . ~ . ~ . ~ . ~ . aumento de polifendis | Sesan et al.,
nao avaliado nao avaliado nao avaliado nao avaliado nao avaliado .
asperellum caerulea estresse e flavonoides em 35% 2020
aumento do Ortega-
T. asperellume T. ) sem . ) . ) . ) . .
) ) Allium cepa nao avaliado n&o avaliado nao avaliado n&o avaliado ndo avaliado | flavonoide quercetina | Garcia et al.,
harzianum isolates T22 estresse ) )
e fenol acido galico 2020




23

Espécies reativas de oxigénio (EROs), como perdoxido de hidrogénio
(H202), oxido nitrico (NO), produzidas por enzimas glicose oxidase, estéo ligados
a imunidade intermediada por Trichoderma em algodao, arroz e A. thaliana
(Djonovi'c et al., 2006; Contreras-Cornejo, et al., 2014). A sinalizagdo da defesa
nas plantas envolve a participagdo de Proteinas Quinases Ativadas por
Mitogenos (MAPK — mitogen-activated protein kinases) que ativam uma cascata
de respostas celulares nas plantas (Sood et al., 2022) (Figura 2).

F TRICHODERMA ﬁ ‘I

A
_— * EFFECTORs & 4 A
I ' ROS _H,0,& NITRIC OXIDE fn,?"\

Ll |
PRRs K "}—’_ ':'i ol {_k'?l
INTRACELLULAR
RECEPTORS
- MAPK
REGULATION OF PLANT'S DEFEMSIVE SIGNALING PATHWAY
BIOSYNTHESIS & | SYNTHESIS OF
ACTION OF GROWTH * l l PR Proteins
REGULATORS
PRODUCTION OF INDUCTION OF ISR &
PHYTOALEXINS & Gk
VOCs

Figura 2. A interagdo planta-Trichoderma envolve as moléculas de
reconhecimento, Padrdes Moleculares Associados a Micrébios (MAMPS -
microbe-associated molecular patterns) e efetores que desencadeiam diferentes
respostas imunolégicas e de crescimento em plantas (Sood et al., 2022).

O reconhecimento de elicitores e efetores MAMPS de Trichoderma por
receptores das plantas iniciam a sinalizagao e regulagédo genética do hospedeiro,
possibilitando a inducdo do metabolismo de defesa das plantas a estresses
bidticos e abidticos. (SOOD et al., 2022; Alizadeh et al., 2024).

A exposicao ao estresse ambiental (seca, salinidade, elementos toxicos,
baixa fertilidade do solo) leva ao aumento da produ¢do EROs, como superoéxido,
peréxido de hidrogénio e o6xido nitrico, que quando presente em excesso,
impacta negativamente o crescimento e desenvolvimento das plantas, causando
dano oxidativo a proteinas, lipidios e acidos nucléicos (Nadarajah, 2020).

O Trichoderma spp. pode melhorar a defesa antioxidante de plantas
submetidas a estresses abidticos, produzindo enzimas antioxidantes como,

superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT),
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resultando em uma diminuicao dos niveis de EROs na planta, limitando os danos
nos tecidos (Mastouri et al., 2012; Contreras-Cornejo et al., 2014; Pedrero-
Méndez, et al. 2021) (Tabela 4).

Espécies de Trichoderma spp. desenvolveram a capacidade de se
comunicar com a planta, produzindo beneficios multiplos para seu hospedeiro e
a complexidade desta associagdo planta-microrganismo estimulou acentuado
interesse na pesquisa sobre Trichoderma; desde sua capacidade como promotor
de crescimento de plantas devido a sua capacidade de estimular o crescimento
local e sistémico em respostas de defesa contra estresses bidticos e abibticos;
até a ativacdo da memoria transcricional afetando as respostas das plantas a
estresses futuros (Woo, et al. 2023).

A interagdo Trichoderma-planta inicia com as MAMPs, na quais
desencadeiam sinalizacbes de um complexo sistema de redes de fitohormbnios

que regulam as respostas da planta ao ambiente (Woo et al., 2023).

1.3.2 Produgao de AIA por Trichoderma spp. e estudos na promog¢ao do

crescimento em plantas

A auxina é o fitohormbénio mais estudado quanto a promocdo de
crescimento promovida por espécies de Trichoderma spp. O acido indolacético
(AIA) produzido por Trichoderma spp. desempenha papéis importantes nas
interacdes de inducéo de defesa das plantas contra doengas e na promogao do
crescimento, porém, as informacdes sobre sua participagao nas interagdes de
crescimento sao pouco investigadas (Lopez-Bucio et al., 2015) e ainda néo estao
bem definidas (Nieto-Jacobo et al., 2017).

A investigacao da capacidade de isolados de Trichoderma spp. produzir
AlA esta dividida em dois tipos principais: vias independentes e dependentes de
triptofano e tem sido realizada por meio da avaliagao in vitro em meio de cultura
liquido suplementado ou ndo com o aminoacido L-Triptofano, no qual tem sido
usado como precursor fisiologico para biossintese de auxinas em plantas e
microrganismos (Oliveira et al., 2012).

Ortega-Garcia et al. (2015) demonstraram que T. asperellum sem
precursor de AlA produziu baixos niveis, sendo que o aumento da producéo de
AlA dependia do precursor adicionado: Triptofol > Triptamina > L-triptofano.
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A maioria trabalhos realizados na investigacdo de isolados de
Trichoderma spp. produtores de AlA sao realizados adicionando o precursor L-
Triptofano e na sua presencga, maiores concentragées de AlA sdo produzidas,
quando comparado na auséncia de L-Triptofano (Guzman-Guzman et al., 2019).

As auxinas produzidas por Trichoderma spp. tém sido associadas a
iniciacdo dos pelos radiculares, estimulagado do transporte e sinalizagao de AlA
nas plantas, resultando em promogéo do crescimento (Contreras-Cornejo et al.,
2009; Sukumar et al. 2013; Nieto-Jacobo et al., 2017).

Estudos de Contreras-Cornejo et al. (2009) observaram que plantas de
Arabidopsis mutantes em promotores de sinalizagcdo e transporte de auxinas
(BIG, EIR1, AUX1 e AXR1) ndo responderam aos efeitos benéficos de T. virens
e AlA sintético na promocao de crescimento e na indugdo da ramificacdo de
raizes. A percepcao de AIA pelas pontas das raizes induziram alteragbes no
promotor marcador (DR5:GUS) responsivo a auxina, demonstrando a correlagao
do efeito da auxina com aumentos na proliferacdo celular e na formacéao de
raizes laterais.

Os isolados de Trichoderma spp. investigados em diferentes
experimentos, ndo possuem apenas a capacidade de produzir AIA, mas também
a capacidade de solubilizacdo de fésforo, um nutriente importante no
crescimento desenvolvimento das plantas, juntamente com as auxinas (Harman
et al., 2004; Junior et al., 2019; Bader et al., 2020). De acordo com Harman et
al. (2004), diferengas entre isolados e espécies de Trichoderma spp. séo
esperadas e sabe-se que alguns sao eficientes na expansao da superficie do
sistema radicular por meio da solubilizacdo de nutrientes, enquanto outros por
meio da producgao de auxinas.

Kumar et al. (2016) avaliaram o efeito de nove espécies de Trichoderma
solubilizadores de fésforo e AlIA na promocg¢ao do crescimento de milho em
condicbes de cinco niveis de estresse salino, em condicdoes de casa de
vegetagdo. Dentre os isolados, T. harzianum (TRC3) aumentou
significativamente os parametros fisioldgicos como parte aérea, comprimento da
raiz, area foliar, biomassa total e peso fresco do caule e folha em todos os niveis
de estresse. TRC3 apresentou a capacidade de produgéo de AlA (36,40 ug/ml-!
com L-triptofano e 1,50 ug/ml-' de AlA sem L-triptofano; e solubilizagao de fosforo
de 51,90 pg/ml").
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Junior et al. (2019) avaliaram o crescimento de plantas de soja pelo
isolado T. asperellum UFT 201, capaz de solubilizar fosforo - 9,9 ug/ml-' e AlA -
1,9 ug/ml', no qual promoveu o aumento da matéria seca de parte aérea e raiz,
em comparagao ao controle.

Bader et al. (2020), avaliaram 19 isolados nativos de Trichoderma dos
Pampas argentinos quanto a sua capacidade de produzir AIA e solubilizar
fosfato. Doze cepas exibiram as maiores produc¢des de AlA (variando de 13,38
a 21,14 ug/ml-') e foram capazes de solubilizar fosfato (variando de 215,80 a
288,18 ug/ml' de fosfato de calcio). Nessa pesquisa, quatro isolados de
Trichoderma spp. foram selecionados pela producao de AlA e a capacidade de
solubilizar fosfato tricalcico. Plantas de tomate inoculadas com os esses isolados
aumentaram o teor de clorofila, comprimento, peso fresco e seco da parte aérea
e raizes (Bader et al., 2020). Os autores observaram que todas as plantas
inoculadas com Trichoderma spp. apresentaram maior proliferagao de raizes
laterais em comparagao com as plantas controle.

As pesquisas apresentadas anteriormente demonstram que espécies de
Trichoderma spp. sao capazes de promover o crescimento, tanto pela
capacidade de solubilizagao de fésforo, quanto pela producao de AlA. Contudo,
0 papel das auxinas produzidas por Trichoderma e outros microrganismos ainda
nao é bem definido como regra geral na promogéo do crescimento das plantas
(Contreras-Cornejo et al., 2009; Nieto-Jacobo et al., 2017).

Isolados de Trichoderma spp. escolhidos por sua habilidade de producao
de AlA, foram testados quanto a sua capacidade de promover crescimento de A.
thaliana em solo estéril (Nieto-Jacobo et al., 2017). Apos quatros semanas de
interacao, trés resultados diferentes foram observados pelos autores: 1-aumento
na biomassa vegetal, 2- diminuigdo da biomassa e 3-nenhum efeito, quando
comparado as plantas controle n&o inoculada.

Hoyos-Carvajal et al. (2009) ndo observaram relagao entre a produgao de
AlA e a promocao do crescimento, quando as plantas foram avaliadas em solo.
Os autores identificaram 101 isolados de Trichoderma coletados na Colémbia,
60% produziram derivados de AIA in vitro, mas apenas 18% tiveram a
capacidade de induzir a promog¢ao do crescimento de plantas de feijao.

Contreras-Cornejo et al (2009) demonstrou que, a aplicagdo exdégena de

AlA produzida por T. Virens e derivados de AIA em diferentes concentracdes,
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promoveram uma resposta dependente em acumulo de biomassa de
Arabidopsis, aumentando em baixas concentragdes e reduzindo em altas
concentracdes de auxina.

A alta concentragcdo de auxinas nas plantas pode ter negativo pela
acidificagcao da rizosfera induzida por Trichoderma causando a inibicdo de
crescimento radicular através de um mecanismo independente de auxina
(Contreras-Cornejo et al., 2009; Pelagio-Flores et al., 2017; Woo et al., 2023).

Lépez-Bucio et al (2015) sugeriu que os efeitos neutros e negativos
apresentados por alguns isolados de Trichoderma spp., diferem dos efeitos
positivos promovidos por outros isolados por suas capacidades de colonizar as
raizes das plantas. As plantas respondem a colonizagdo das raizes por
Trichoderma spp, produzindo metabdlitos secundarios, como fitoalexinas,
flavonoides, terpenoides, compostos fendlicos (Sood et al., 2020).

Os efeitos de promogao e/ou inibicdo exibidos pelo mesmo isolado, em
diferentes interacdes, podem ser induzidas por diferencas de producdo de
metabdlitos secundarios, podendo ser prejudiciais para certos gendétipos,
dependendo do resultado dessa interacdo metabdlica Trichoderma-planta
(Lopez-Bucio et al., 2015).

Em especial, os flavonoides tém a capacidade de modular a cascata de
sinalizacao de EROs e afetar diretamente o catabolismo, transporte e sinalizacao
da auxina nas plantas (Brunetti et al., 2018). Recentes estudos demonstraram
que os flavonoides modulam a relagdo parte aéreal/raiz regulada por
auxina/citocinina, por meio das interacbes simbidticas entre plantas-
microrganismos; além de agirem em conjunto com a auxina para promover as
interagdes planta-microrganismo (Kurepa et al., 2023).

A investigacao de isolados de Trichoderma spp. produtores de AlA na
promogao de crescimento das plantas e o efeito no metabolismo bioquimico de
auxinas/flavonoides nas plantas, em respostas ao ambiente de crescimento sao

ainda desafios futuros da pesquisa.

1.3.3 O Papel das auxinas e flavonoides na modulagao do crescimento das

plantas
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As auxinas sao um grupo de fitohorménios vegetais envolvidos em quase
todos os processos de crescimento e desenvolvimento das plantas, como
embriogénese, formagdo de raizes laterais, alongamento do hipocoétilo,
dominancia apical e no fenébmenos relacionados ao fototropismo e geotropismo
(Zhang et al., 2022).

A atividade da auxina em varios processos fisiologicos pode ser
espacialmente regulada através de trés acbes principais: biossintese e
inativacao de auxinas, transporte dirigido por auxina e transdugao de sinal das
plantas como ilustrado na Figura 3 (Casanova-Saez et al., 2021; Zhang et al.,
2022).

A auxina possui dois sistemas de transporte distintos em plantas, mas
interligados: 1- fluxo rapido e nao direcional com fotoassimilados no floema, e 2-
fluxo lento e transporte intercelular polar de auxina direcionado (Adamowski e
Friml, 2015; Zhang et al.,, 2022). Os gradientes direcionais de auxina sdo
indispensaveis para processos de desenvolvimento de plantas, como
desenvolvimento de o6rgaos, formacdo de gancho apical, gravitropismo
(curvatura para crescimento direcional de raizes) e fototropismo (Enders e
Strader, 2015).

O transporte polar de auxinas depende de trés proteinas de transporte:
1-familia das proteinas transportadoras de importagdo AUX/LAX (AUX1), 2-
familia da proteina transportadora de exportagao PIN (formada por pinos) e 3-
familia das proteinas transportadoras ABCB/MDR/PGP (cassete de ligagao de
ATP Blresisténcia a multiplas drogas/p-glicoproteina) com fungbes de
importacao e exportacao (Blakeslee et al, 2007; Zhang et al., 2022) (FIGURA 3).

Auxinas regulam muitos processos fisiolégicos controlando a transcrigao
genética através do modulo de sinalizagdo nuclear SCFTRVAFB_Aux/AIA-ARF. O
modulo requer um conjunto de trés constituintes principais. 1-as proteinas F-box
AFB1-AFB5/TIR1 s&do subunidades receptoras de auxinas da familia ubiquitina
SCF-Familia E3, que liga a classe ativadora das proteinas de transcricdo de
fatores de resposta a auxina (ARF- Auxin Response Factor) e os repressores
transcricionais Aux/AlA (Weijers e Wagner, 2016; Zhang et al., 2022). A
percepgao da auxina comega com a ligagédo da auxina aos receptores TIR1/AFB.

Isto leva a degradacgéao de proteinas Aux/AlA que interagem fisicamente com
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fatores de transcricdo de ARF e inibem a sinalizagdo de auxina (Mockaitis e
Estelle, 2008; Zhang et al., 2022) (Figura 3).
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Figura 3. Modelo celular simplificado de biossintese, transporte e sinalizagao
de auxina (Zhang et al., 2022).

AlA é uma auxina enddgena onipresente nas plantas, sintetizada por vias
independentes de Trp (triptofano) e dependentes de Trp (Zhao, 2012). A
biossintese de AIA dependente de Trp em plantas de Arabidopsis € mediada via
TAA/YUC (Tryptophan Aminotransfer-ase of Arabidopsis/Yucca) (Stepanova et
al., 2011; Dai et al., 2013; Zhang et al., 2022).

A resposta da auxina é dependente da sua concentragcao em diferentes
tecidos, apresentando respostas distintas a quantidades variadas de auxina
exdgena, sendo que em altas concentragdes tendem a ser inibitérias, portanto,
os niveis enddgenos ideais tendem a ser controlados (Zhang et al., 2022).

Proteinas da familia GH3 (Gretchen Hagen 3) desempenham um papel
na regulacdo da resposta negativa a concentragado de AlA, e o excesso de AlA
regula positivamente a expressdo de GH3, resultando no armazenamento ou
degradacgao de AIA ligado a aminoacidos (Zhang et al., 2022) (Figura 3). A
combinacgao e degradacao de moléculas de aminoacidos e AlA ajudam a manter
a homeostase (equilibrio da concentragédo) do AlA nas plantas (Staswick et al.,
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2005; Zhang et al.,, 2022). O gene GH3 é essencial para o crescimento
equilibrado das plantas e adaptagéo ao estresse ambiental (Ludwig-Muller, 2011;
Zhang et al., 2022).

O AIA é um dos principais fitohorménios que modulam a formacao de
raizes nas plantas (Xu et al., 2017; Shu et al., 2019). O desenvolvimento lateral
da raiz envolve uma série de divisdes celulares em células ativadas do periciclo
para formar primordios de raizes, que se diferenciaram em raizes emergentes
laterais (Malamy e Benfey, 1997; Peret et al., 2009). Cada um desses eventos:
iniciagao, desenvolvimento, emergéncia e alongamento de raizes laterais, foi
atribuido a regulagdo da biossintese, transporte e sinalizagdo das auxinas
(Dubrovsky et al., 2008; Peret et al., 2009; De Smet, 2012).

O transporte de auxina é essencial para estabelecer a concentracdo de
auxina na planta, levando a especificagao do tipo celular e a indugao de divisdes
celulares meristematicas (Benkova et al.,, 2003). As proteinas PIN (PIN-
FORMED) sao inseridas na camada polar da membrana plasmatica no
citoplasma, em lados especificos da célula, para controlar a diregdo do
transporte de auxina na diregao acropetal, basipeta ou lateral (Petrasek e Friml,
2009).

Em raiz de Arabidopsis thaliana, o transporte de auxina em direcao
acropetal, da base da raiz até a ponta da raiz, é principalmente mediado por
PIN1, enquanto o transporte de auxina basipeta, da ponta da raiz para a zona
de alongamento, € mediado pelo PIN2 (Rashotte et al., 2000; Michniewicz et al.,
2007). Baixas concentragdes de AlA na planta estimula o alongamento da raiz,
enquanto relativamente altas concentragdes influenciam a formacgao de raizes
laterais e adventicias (Jaroszuk-Sciset et al., 2019).

No entanto, altos niveis de AIA podem promover a formacao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e estimular a oxidagdo do AlA, reprimindo assim
transitoriamente a sinalizagdo de auxina na planta (Peer et al., 2013; Zhang e
Peer, 2017).

A sintese de inibidores enddgenos do transporte de auxina pode ser
modulada por mudangas ambientais ou de alteragdes no desenvolvimento das
plantas (Lomax et al., 1995). Uma classe de compostos que atuam como

reguladores enddgenos de auxina séo os flavonoides (Jacobs e Rubery, 1988).
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Os flavonoides sao metabdlitos secundarios do subgrupo dos
fenilpropandides e estao envolvidos em diversas fungdes fisioldgicas na planta,
como atividade no controle do transporte de auxina, ativagdo de enzimas
antioxidantes, protegao contra radiagao luminosa, defesa contra fitopatégenos e
interacdo microrganismo-planta (Falcone Ferreyra et al. 2012; Agatti et al., 2012;
Sugiyama e Yazaki, 2014).

A relagao entre flavonoides e a sinalizagdo de auxina no desenvolvimento
das plantas, tem demonstrado efeito no desenvolvimento das raizes, relacionado
com o movimento acropetal e lateral das auxinas (Franco et al., 2015).

Flavonoides como quercetina, kaempferol e apigenina sintetizadas nas
primeiras etapas da via biossintética dos flavonoides inibem transporte de auxina
polar para regular o acumulo de auxina na planta (Peer e Murph. 2007) (Figura
4).
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Figura 4 — Via biossintética simplificada dos fenilpropandides, destacando o
flavonoides kaempferol (verde) e quercetina (laranja) (Peer e Murph, 2007).
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Os efeitos dos flavonoides nas proteinas de transporte de auxina PIN
sugerem que as alteragbes na expressao e localizagdo das proteinas PIN1 e
PIN2, observada em plantas de Arabidopsis mutantes de flavonoides, podem ser
atribuidas principalmente a alteragao das concentracdes locais de auxina, do
que uma interacao direta com os flavonoides (Peer et al., 2004; Peer e Murph.,
2007). Portanto, os flavonoides sdo melhor vistos como moduladores de
processos de transporte, em vez de essenciais reguladores (Peer e Murph.,
2007; Chapman e Muday, 2021).

Recentemente pesquisas demonstraram que a auxina pode regular
positivamente a biossintese de flavonoides, limitando sua agao na formacéo do
sistema radicular e protegendo a raiz do acumulo excessivo de EROs,
promovendo o surgimento de raizes laterais (Chapman e Muday, 2021; Kurepa
et al., 2023).

As EROs podem funcionar como moléculas sinalizadoras para regular o
desenvolvimento das plantas, as respostas do ambiente e a sinalizacdo de
auxina (Chapman et al., 2019; Kapoor et al., 2019; Nadarajah, 2020; Chapman
e Muday, 2021).

A interacdo AIA-EROS-Flavonoides também tem implicac&o interessante
no papel das auxinas a resposta a deficiéncia de nutrientes, em especial o
fésforo (Kurepa et al., 2023). Por exemplo, a agdo das auxinas aumenta em
resposta aos baixos niveis de fésforo nos solos, o que normalmente leva ao
aumento da iniciagdo e crescimento da raiz lateral para ajudar as plantas a
garantir mais desses essenciais nutrientes (Kurepa e Smalle, 2022). Entretanto,
foi visto que a agdo das auxinas aumenta em resposta aos baixos niveis de P
nos solos, resultando na diminuicdo do conteudo de flavonoides kaempferol,
quercetina nas raizes, que por sua vez promovem emergéncia de raizes (Kurepa
et al., 2023; Chapman e Muday, 2021).

Uma vez que a biossintese de flavonoides ndao é apenas regulada por
horménios, mas também controlada por uma infinidade de sinais ambientais (Fini
et al., 2011; Falcone Ferreyra et al., 2012), os flavonoides parecem atuar como
transdutores de mudangas ambientais na via da auxina que regula o
desenvolvimento das raizes e, assim, pode permitir uma adaptagéo mais flexivel

as condicdes do solo (Brunetti et al., 2018; Kurepa et al., 2023).
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Embora a biossintese e o0 metabolismo dos flavonoides em plantas tém
sido amplamente estudados, os papéis multiplos desses compostos que
medeiam as interagbes planta-microrganismo permanecem em grande parte

inexplorados (Wang et al., 2022).

1.4 Conclusoes e perspectivas

Notavelmente o complexo papel fisiolégico das auxinas sdo essenciais
para o estabelecimento, crescimento e desenvolvimento das plantas em diversos
ambientes, bem como nas intera¢des planta-microrganismos.

A acao das auxinas na promoc¢ao do crescimento das plantas, mediante
a interagdo com Trichoderma spp. produtores de AlA, apresentam respostas
positivas, contudo, ainda s&o variaveis em alguns casos, sendo dependente do
potencial de produgao de AlA pelos isolados e as condigbes de ambiente para o
crescimento da planta.

Alguns isolados de Trichoderma spp. produtores de AIA podem
apresentar resultados negativos no crescimento de algumas plantas, devido a
concentracdo de AIA livre produzidos, podendo alterar os processos de
biossintese, sinalizagao e transporte de AlA enddgeno nas plantas.

Essa relacdo de simbiose, na qual sdao moduladas por metabdlicos
secundarios, como flavonoides e EROs, diante a interacdo com as raizes e o
crescimento das plantas, em respostas as flutuagcdes do ambiente de
crescimento, sao desafios futuros para pesquisadores da area.

Sugere-se que possivelmente, as respostas positivas, neutras e negativas
na promocao de crescimento das plantas por Trichoderma spp., podem estar
relacionadas a interagdo de AlA/Flavonoides no metabolismo das plantas.

A compreensdo desses efeitos implica diretamente na selegcao de
potenciais isolados de Trichoderma spp. produtores de AlA, para 0 uso na

agricultura como bioestimulantes.
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CAPITULO 2- Isolamento e caracterizagdo de isolados nativos de
Trichoderma spp. quanto a solubilizagao de fosfato de ferro e

producao de AIA

RESUMO - Trichoderma spp. sao fungos presentes em diversos
ecossistemas terrestres e podem estimular crescimento das plantas e aumentar
a aquisicao de nutrientes pela capacidade producdo de fitoh6rmonios, como
acido indolacético e solubilizagao de fésforo. Devido a diversidade das espécies
de Trichoderma em diferentes condicdes de ambientes, a selecdo de isolados
de fungos nativos, torna-se uma importante ferramenta para desenvolver novos
bioprodutos que possam incrementar a produtividade do setor. Foram realizadas
duas estratégias de isolamento para obtengdo de isolados nativos de
Trichoderma spp.: 1) uso de iscas em areas cultivadas de cana-de-agucar; e 2)
a partir de solo de rizosfera de touceiras individuais de cana-de-acgucar var.
crioula, em areas néao cultivadas. Os resultados inferiram diferengas fenotipicas
das col6nias dos isolados nativos de Trichoderma spp. Todos isolados nativos
foram capazes de produzir AlA, variando entre 0,51 a 623,5 ug mL' de AIA. O
isolado 7 produziu 623,5 ug mL-' de AlA, 178 vezes maior produgéo de AIA em
comparagao ao isolado 18 (3,5 ug mL') que apresentou menor capacidade de
producao de AlA. Dez isolados nativos foram eficientes na solubilizacdo de
fosfato de ferro (FePO,) variando entre 11,6 e 0,22 ug PO4*> mL™" e oito isolados
nao apresentaram habilidade de solubilizar P a partir de FePO,. O isolado 15
solubilizou 11,6 pg PO4*> mL-', aumentando em 53 vezes a disponibilidade de P,
em comparacao ao isolado 3, que apresentou a menor capacidade de
solubilizagdo de FePO, (0,22 ug PO4%® mL-"). As estratégias de isolamento foram
eficientes para a bioprospeccéo de potenciais isolados nativos de Trichoderma

spp. bioestimulantes promotores de crescimento em plantas.

Palavras-chave: auxina, Hypocrea, biossolubilizagao, fésforo

2.1 Introducao
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Trichoderma (teleomorfo Hypocrea) € um género de fungos filamentosos
capazes de se alimentar de outros fungos (micoparasitismo) e um colonizador
de diversos ambientes (incluindo agricolas, ecossistemas florestais,
montanhosos, pastagens, desérticos, além de ecossistemas umidos e aguas
marinhas) (Woo et al., 2023). Essas caracteristicas podem ser atribuidas a trés
grandes mudancas ao longo da evolugao dos habitos nutricionais e dos papéis
ecologicos (saprofitismo, micoparasitismo e simbiose), que impactaram o estilo
de vida de Trichoderma spp., em que cada transi¢ao levou a explosdes notaveis
na diversificagao de espécies (Harman et al., 2004; Woo et al., 2023; Contreras-
Cornejo et al., 2024).

A bioprospeccao de Trichoderma spp. em diferentes nichos agricolas sdo
interessantes para o estudo e selegcao de potenciais isolados nativos, com
caracteristicas evolutivas saprofiticas e simbiéticas em ambientes e interagdes
especificas com as plantas (Woo et al., 2023).

Espécies de Trichoderma spp. sao capazes de promover o crescimento
das plantas através de mecanismos diretos, como a solubilizagdo de fosfato
insoluvel, producéao de enzimas fosfatases e producgao de fitohormdnios (Bononi
et al., 2020; Chen et al., 2021; Abdenaceur et al., 2022).

O fosforo (P) € um dos elementos mais estudados no mundo, dada a sua
dindmica e baixa disponibilidade em solos tropicais; que em sua maioria sdo
acidos, nos quais ocorrem combinagdes de P com Fe3* (fosfato de ferro — FePO4-
) e AI** (fosfato de aluminio — AIPO47); e em solos proximos a alcalinidade com o
Ca?* (fosfato de calcio — CaPOx4’) (Barroso e Nahas, 2008; Pereira et al., 2021).
Solos intemperizados aliados a altos teores de argilas, possuem grande
capacidade de adsorcdo e precipitacdo de fosfatos, tornando o fésforo
indisponivel para absor¢ao pelas plantas (Barroso e Nahas, 2008; Bononi et al.,
2020; Pereira et al., 2021).

Varios estudos tém sido realizados com isolados de Trichoderma spp.
avaliando a capacidade de solubilizacdo de P a partir de fosfato de calcio
(Ortega-Garcia et al.,, 2015; Kumar et al., 2016; Prasad et al., 2023;
Khoshmanzar et al., 2019; Bader et al., 2020; Bononi et al., 2020), enquanto para
solubilizacdo de fosfato de ferro sdo escassos. Esse fato, evidencia a

importancia de avaliar outras fontes de fosfatos, visto que os solos das areas
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agricolas do Brasil apresentam geralmente condicdo acida e predominio
sesquioxidos de Fe®* e AI** (Barroso e Nahas, 2008; Pereira et al., 2021).

Varias espécies de Trichoderma produzem fitohorménios auxinicos,
especialmente o AlA, indispensavel para a maioria dos processos responsaveis
pelo crescimento e desenvolvimento das plantas (Tyskiewicz et al., 2022).

A promogéao do crescimento vegetal por espécies de Trichoderma esta
fortemente associada a atividade do AlA e seus derivados (Contreras-Cornejo et
al., 2009; Nieto-Jacobo, et al. 2017; Contreras-Cornejo et al., 2024). Compostos
derivados de AlA produzidos por Trichoderma sao potentes sinalizadores que
induzem a atividade de Proteina Quinase ativada por Mitogeno 6 (MPKG6 -
Mitogen-Activated Protein Kinase 6) nas plantas hospedeiras, associados com
caracteristicas de crescimento e desenvolvimento das plantas (Contreras-
Cornejo et al., 2015).

A Dbioprospeccao de Trichoderma spp. nativos com habilidade em
producgao de AlA e solubilizacido de P, tem sido realizada em diferentes sistemas
agricolas (Franca et al., 2017; Haque et al., 2020; Bader et al., 2020; Oljira et al.,
2020), possibilitando a selegédo de isolados potenciais para o desenvolvimento

de bioestimulantes.

Considerando a caracteristica de oportunista ambiental de Trichoderma,
o objetivo dessa pesquisa foi bioprospectar isolados nativos de Trichoderma spp.
oriundos de ambientes naturais e agricolas, associado a cultura da cana-de-

acgucar, quanto ao potencial de solubilizacdo FePO4 e a producéo de AlA.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Isolamento de Trichoderma spp. nativos associados a cana-de-agucar

Duas estratégias de isolamento foram realizadas para a obtencéo de
isolados de Trichoderma spp. nativos associados a cana-de-agucar. A primeira
por meio de iscas em duas areas cultivadas com cana-de-agucar (isentas de
tratamento com produtos comerciais a base de Trichoderma sp.) nos municipios
de Pindorama e Elisiario no Estado de Sao Paulo, Brasil (Figura 1) e, a segunda,

a partir de solo de rizosfera de touceiras individuais de cana-de-agucar var.
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crioulas em areas nao cultivadas, nos municipios de Patos de Minas e Presidente

Olegario no Estado de Minas Gerais, Brasil (Figura 2).

-

(Elisiario— SP) (Pindorama — SP)

Figura 1. Local de coleta isolados nativos de Trichoderma spp. por meios de
iscas em superficie de solo de areas cultivadas com cana-de-agucar.
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var. caiana amarela

var. caiana roxa

Figura 2. Local de coleta de solo de rizosfera de plantas individuais de cana-de-
acgucar variedades crioulas.

Nas areas cultivadas de cana-de-acucar foi realizado o isolamento On
Farm por meio de iscas de toletes de cana-de-agucar (Bernardo et al., 2019).
Toletes com comprimento de 25 a 30 cm foram colocados com a parte interna
voltado para baixo na superficie do solo, ao lado de touceiras na linha de plantio
da cana-de-agucar clone comercial (Figura 3). Apds sete dias os toletes foram

coletados e levados ao laboratério e as partes infectadas foram seccionadas e
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colocadas em caixa gerbox com papel filtro adicionado de 2,5 mL agua destilada
e incubadas em cédmara de germinacgao tipo BOD a 28° C com fotoperiodo de
12h.

Apds cinco dias, os micélios de fungos com caracteristicas de
Trichoderma spp. foram transferidos para toletes sadios de cana-de-agucar com
7 a 10 cm de comprimento, colocados dentro de caixas gerbox com papel de
filtro (2,5 mL agua destilada) e incubadas novamente BOD nas mesmas
condicdes de temperatura e fotoperiodo. Apds 5 dias de colonizagao do tolete,
transferiu-se as estruturas puras em meio de cultura BDA. Foi realizado para
confirmacéo a observagdo em microscopio de luz das estruturas reprodutivas
caracteristicas de Trichoderma spp.

- Ap6s cinco dias em estufa BOD a

Gerbox com papel 28° C e fotoperiodo 12 h, as
filtro e 2,5 ml 4gua ‘ colonias com caracteristicas de
destilada Trichoderma spp. foram pescadas

para novos toletes sadios

L

117 (%)

W;,

'4

Cinco dias de colonizagdo no
tolete sadio, realizou-se a
transferéncia em meio de
cultura BDA e posterior
confirmagao do fungo
Trichoderma spp.

Ap0s 7 dias foram levadas

Toletes 25 A 30 cm. oy
para o laboratorio.

Figura 3. Isolamento de Trichoderma spp. a partir de iscas em superficie de solo
(método On farm) em areas cultivadas de cana-de-agucar.

Os isolamentos de Trichoderma spp. a partir do solo de rizosfera foram
obtidos de touceiras de plantas individuais de cana-de-agucar cultivada em area
nao cultivada, de crescimento natural no ambiente. Foram coletados 300 g de
solo de rizosfera de duas touceiras de cana-de-agucar (amostra de Patos de
Minas - var. caiana amarela e amostra de Presidente Olegario - var. caiana roxa)
e colocadas em sacos plasticos sendo posteriormente armazenadas em
geladeira até o momento do isolamento em laboratério.

Para cada amostra foi realizado o método de dilui¢ao seriada e 1 g de solo

foi adicionado 9 mL de agua destilada autoclavada em tubos de ensaio e
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realizadas diluicdes seriadas até concentragdo de 10* (Figura 4). Em seguida
100 pL foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura BDA,
suplementado com 200 mg L' de cloranfenicol e 1 mL L de Triton X-100
(Barbosa et al., 2021). Apods trés a oito dias de incubacéo em estufa BOD a 28°
C e fotoperiodo 12 h luz/12 h escuro, colbnias com caracteristica de Trichoderma

spp. foram repicados para obtencgao das culturas puras.

300 g de solo de rizosfera foram colocadas
em sacos plasticos ¢ armazenados em
geladeira até o momento do isolamento.

U

Diluigao seriada

d

Em seguida 1 pl da solugdo a 10 foi adicionado Apos 3 a 8 dias, colonias com caracteristicas de

em meio de cultura BDA, suplementado com 200 - Trichoderma foram repicados para placas contendo meio
mg/L de chloranphenicol e 1 ml/L de Triton X-100 de cultura BDA e posterior confirmagdo do fungo
(Barbosa et al., 2021) Trichoderma spp.

Figura 4. Isolamento de Trichoderma spp. a partir de solo de rizosfera de planta
individual de cana-de-agucar var. crioula.

Apos esporulagao dos isolados, foram realizadas em microscopio éptico,
observagcbes para confirmagdo das estruturas reprodutivas anamorfas
caracteristicas de Trichoderma spp. Todos os isolados obtidos foram
preservados pelo método de Castellane e de tubo inclinado com 6leo mineral.

Os registros fotograficos das colénias de Trichoderma spp. foram
realizados por meio do método PRHQ, proposto por Rodrigues et al. (2022).

Os isolados nativos de Trichoderma spp. obtidos foram registrados no
Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SISGEN) — cadastro AB2BCSF (Tabela 1).
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Tabela 1. Isolados nativos de Trichoderma spp., obtidos por meio de iscas em
areas de canaviais (EL e PIl) e do solo de rizosfera de touceiras de cana-de-
acucar (PM e PO).

Isolados de Método de coleta/ Coordenadas

Caodigo Cana-de-agucar Cidade/Estado

Trichoderma ambiente geograficas
2 EL1
Solo de superficie / . L 21°11'13.9"S
3 EL2 area agricola Clone comercial Elisiario - SP 49°07'18.1"W
4 EL3
5 PI1
6 P2 Solo de superficie / Clone comercial Pindorama - 21°11'55.8"S
area agricola SP 48°53'21.0"W
7 P13
8 PM2
9 PM3.1
10 PM3.2
11 PM5 Solo de rizosfera
de touceira Clone var. .
S ) . Patos de Minas  18°32'22.5"S
12 PM6 |ndI|V|duaI { crioula caiana -MG 46°27'37 8"W
ambiente nao amarela
13 PM6.1 agricola
14 PM6.2
15 PM6.3
16 PM7
17 PO4 Solo de rizosfera
de touceira Clone var. .
S ) . Presidente 18°18'19.6"S
18 PO5 |ndI|V|duaI { crioula caiana Olegario - MG 46°10'26.6"W
ambiente nao roxa
19 PO7 agricola

2.2.2 Capacidade de solubilizagao de fosfato de ferro (FePOa)

Para determinar a capacidade de solubilizagédo de fésforo foi utilizado o
meio de cultura liquido MS — mod. (Barroso e Nahas, 2008) utilizando como fonte
de P o fosfato de ferro (FePO4). O meio liquido foi fracionado 50 mL em
erlenmeyer de 250 mL, cobertos com gaze e aluminio, seguido de autoclavagem
a 120°C a 1 atm por 15 minutos. Apds resfriamento a inoculagao foi realizada
utilizando 2 discos de 0,8 mm de didmetro, contendo micélios e conidios dos
isolados nativos de Trichoderma spp. cultivados em meio BDA, e incubados em
camara BOD a temperatura de 30°C, sem agitagdo na auséncia de luz durante
11 dias.

Ao final do periodo de incubagao, o meio de cultura foi filtrado em funil de
vidro com papel de filtro Whatman n° 1. A determinagéo do fésforo solubilizado

foi realizada pelo método de Ames (Ames, 1996), utilizando microtubos de
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eppendorf de 1,5 mL, contendo 50 uL do filtrado dos isolados, 750 pyL de agua
ultrapura e 700 pL de solugdo de Ames, seguido de agitagdo em vortex e
incubacao em estufa a 45°C por 20 minutos; apds a incubagao foram realizadas
leituras com quatro repetigdes utilizando espectrofotometro digital UV-visivel
(modelo GTA-96, Global Analyzer) com absorbancia de 820 nm em cubeta de
vidro. A curva padrao para quantificacdo de P foi realizada a partir de fosfato de
potassio monobasico (KH2PO4) (0,1753 g L' = 40 pug PO+ L) e as

concentragdes calculadas em pug POs3 mL™" (Grafico 1).

1,0000
0,9000 y =0,0224x - 0,0098

R?=0,9999 Rt
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0,7000 [
£ 0,6000 .
S 0,5000 K
< 0,4000 Rt

L]
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0,2000 .

0,1000 | ¢

0,0000

0 10 20 30 40 50

Concentragdo de P ug PO,3/L"!

Grafico 1. Curva padrdao de calibragdo para quantificacdo de fésforo (P),
utilizando fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) - (0,1753 g L' = 40 ug PO4%
L").

2.2.3 Capacidade de producao de acido indolacético (AlA)

Para determinacdo da producdo de AIA pelos isolados nativos de
Trichoderma spp. foi utilizado a metodologia (Oliveira et al., 2012), com algumas
modificagdes na concentragdo de L-Triptofano e o volume do meio de cultura.
Foi utilizado o meio de cultura BD (caldo batata-dextrose) sem antibidtico,
suplementado com 0,5 g L' de L-Triptofano. Em erlenmeyer de 250 mL foi
fracionado 120 mL do meio BD*™, cobertos com gaze e aluminio, seguido de
autoclavagem a 120°C a 1 atm por 15 minutos.

Apods resfriamento a inoculagao foi realizada utilizando um disco de 0,8

mm de didmetro dos isolados crescido em BDA contendo micélio e conidios e
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mantidos em incubadora Shaker (modelo NL 343) sob agitagdo a 200 rpm, 28 °C
na auséncia de luz por 9 dias.

Para a determinac&o do AIA, diariamente foi retirado uma aliquota de 10
mL do material incubado e transferido para tubos falcon de 15 mL em seguida
foi centrifugado a 12000 rpm por 15 min.

A analise colorimétrica de AlA utilizou a metodologia de Gordon e Weber
(1951). A reacdo foi realizada utilizando microtubo eppendorf de 1,5 mL:
contendo 500 pL do reagente Salkowski (FeClz 0,5 mol L' + HCIO4 (35%)) e
1000 uL do sobrenadante do isolado, seguido de incubagao por 25 min no
escuro. Apés a incubacao as leituras foram realizadas com quatro repeti¢oes,
utilizando espectrofotdmetro digital UV-visivel (modelo GTA-96, Global Analyzer)
a 530 nm de absorbancia, com uso de cubeta de Quartzo. As concentragdes, ug
mL-1, foram calculadas a partir de uma curva padrio de AIA na forma sintética,

na concentragdo de 0,015 g 100 mL™" (Gréfico 2).

y=0,0021x +0,1215 .
R>=0,9795 o @

N

Abs 530nm
o

0 500 1000

Concentra¢ao de AIA ug.mL'!

Grafico 2. Curva padrdo de AlA sintético, na concentragéo de 0,015 g 100 ml-!

2.2.4 Analise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e analisados utilizando software
Minitab para verificacdo de outlier e teste de normalidade. Posteriormente foram

realizadas as analises de variancia das médias (ANOVA) e comparadas pelo
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teste de Scott-Knott a 1% de significancia (p<0,01), por meio do software Sisvar

e a elaboracao dos graficos utilizando o software SigmaPlot 12.5.

2.3 Resultados e Discussao

Foram obtidos 18 isolados de Trichoderma spp., sendo seis isolados por
meio das iscas colocadas na superficie do solo das areas cultivadas com cana-
de-agucar: trés isolados denominados: 2-EL1, 3-EL2 e 4-EL3, oriundos da
cidade de Elisiario-SP e trés isolados denominados 5-PI1, 6-Pl2 e 7-PI3,
oriundos da cidade de Pindorama-SP (Tabela 1).

Os outros 12 isolados foram obtidos do solo de rizosfera de touceiras
individuais var. crioulas em area nao cultivadas: nove isolados denominados
como 8-PM2; 9-PM3.1, 10-PM3.2; 11-PM5; 12-PM6, 13-PM6.1, 14-PM6.2, 15-
PM6.3 e 16-PM7, associados a rizosfera da var. caiana amarela, oriundos da
cidade de Patos de Minas-MG e trés isolados denominados 17-PO4, 18-PO5 e
19-PO7, associados a rizosfera da var. caiana roxa, oriundos da cidade de
Presidente Olegario-MG.

Devido aos diferentes ambientes e método de coleta das amostras
(superficie de solo, tipo de solo e genética das plantas de cana-de-agucar), foi
observado diferengcas fenotipicas das colbnias e estruturas reprodutivas entre

isolados nativos de Trichoderma spp. obtidos (Figuras 5 a 9).
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Figura 5. Aspecto das coléhia"s:'ab‘s"ﬁl dlaé, conidioforos e conidios de isolados
nativos de Trichoderma spp. associados a cana-de-acucar: A-2 EL1; B-3 ELZ2;
C-4 EL3; D-5 PI1;

Figura 6. Aspecto das col6nias aos 14 dias, conidiéforos e conidios de isolados
nativos de Trichoderma spp. associados a cana-de-agucar: E-6 PI2; F- 7 PI3; G-
8 PM2; H- 9 PM3.1;



Figura 7. Aspecto das colénias aos 14 dias, conldloforos e conidios de |solados
nativos de Trichoderma spp. associados a cana-de-agucar: |- 10 PM3.2; J- 11
PM5; K- 12 PM6; L- 13 PM6.1;

- F‘g z\“& ‘. i 3

i

Figura 8. Aspecto das colonias aos 14 dias, conldloforos e conidios de |solados
nativos de Trichoderma spp. associados a cana-de-agucar: M- 14 PM6.2; N- 15
PM6.3; O- 16 PM7; P- 17 POA4.



PO7.

2.3.1 Solubilizagao de FePO4 pelos isolados nativos de Trichoderma spp.

Os resultados da capacidade de solubilizacéo de fésforo entre os isolados

de Trichoderma spp. apresentaram diferengas significativas (Tabela 2).

Tabela 2. Concentragdo de fésforo (ug PO43 mL") solubilizado por isolados
nativos de Trichoderma spp. a partir de fosfato de ferro (FePOy).

Caédigo isolado

[1ug POs mL"

2 13e
3 0,7 f
4 0,0f
5 0,0f
6 1,7e
7 4,4d
8 1,7e
9 0,0f
10 02f
11 0,0f
12 0,0f
13 0,0f
14 69c
15 11,6 a
16 0,0f
17 0,0f
18 3,7d
19 8,7b
CV% 34,32
NMS:0,01 0,00
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Figura 9. Aspecto das coldnias aos 14 dias, conidioforos e conidios de isolados
nativos de Trichoderma spp. associados a cana-de-acucar: Q- 18 POS5; R- 19

*Letras diferentes diferem estatisticamente pela andlise de variancias das médias (ANOVA) e o teste de

Scott-Knott p<0,01.
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Os maiores valores de solubilizagédo de fosforo a partir de FePO4-, foram
obtidos pelos isolados 15 (11,6 ug PO4* mL"), 19 (8,7 ug PO4*> mL") e 14 (6,9
ug PO43 mL™"), apresentando diferengas significativas entre si e em comparagéo
aos demais isolados (Grafico 3).

Os isolados 7 e 18 solubilizaram 4,4 e 6,7 ug PO4*> mL™', respectivamente,
nao havendo diferengas entre si, mas apresentaram diferengas significativas
comparados aos demais (Grafico 3).

Os isolados 2, 8 e 6 solubilizaram 1,25, 1,67 e 1,65 yg PO4% mL",
respectivamente, diferenciando significativamente dos outros isolados (Grafico
3).

Os isolados 3 e 10 solubilizaram pequenas quantidades de P, 0,22 e 0,65
ug PO43 mL-", respectivamente, porém, ndo se diferenciaram significativamente
dos isolados 4, 5, 9, 11, 12, 13, 16 e 17 que nao apresentaram capacidade de
solubilizar P a partir de FePOu (Grafico 3).
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Isolados de nativos de Trichoderma spp.

Grafico 3. Solubilizagao de P (ug mL™") por isolados de Trichoderma spp. a partir
de fosfato de ferro apds 11 dias de incubagao. Barras seguidas de mesma letra,
nao diferem entre si pelo teste de Scott-knott a 1% de probabilidade.

A diferencas na capacidade de solubilizacdo de FePOgs pelos isolados

nativos de Trichoderma spp. mostram a importancia de se avaliar outras fontes
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de fosfatos com forte energia de retencédo do P precipitado, visto que a mesma
capacidade de solubilizacdo n&do pode ser atribuida a todos isolados e outras
fontes de fosfato como de AIPO4  aluminio e CaPO4 (Barroso e Nahas, 2008).

Diversas pesquisas realizadas com isolados de Trichoderma spp. tem
avaliado a capacidade de solubilizacdo de P a partir de fontes de fosfato de calcio
(Ribas et al., 2016; Bader et al., 2020; Bononi et al., 2020; Khoshmanzar et al.,
2020; Prasad et al., 2023), que possui fraca energia de precipitacédo do P, em
relacdo a retencdo com aluminio e ferro, respectivamente (Barroso e Nahas,
2008; Pereira et al.; 2021).

Promwee et al (2014), avaliaram quatro isolados nativos de Trichoderma
spp., oriundos de amostras de solo de seringueiras e de solo florestal na
Tailandia, quanto a capacidade de solubilizagcao de fésforo a partir de rocha
fosfatica, no qual utilizou a fonte de fosfato de ferro para obtencéo da curva de
calibragdo da concentragdo de fosforo P (ug mL"). Os autores encontraram
valores de concentragéo de variando de 6,25 yg mL' a 9.31 uyg mL"'de P.

Em comparagdo aos valores encontrados por Promwee et al (2014),
maiores valores de solubilizagao de fésforo (P-Fe) foram obtidos pelos isolados
15 (11,6 yg PO4* mL") e 19 (8,7 ug POs* mL"), o que pode indicar bom
potencial desses isolados nativos de Trichoderma spp. para o aumento da
disponibilidade de P para as plantas.

A solubilizacdo de FePO4 por isolados de Trichoderma spp. ainda sao
pouco investigadas (Tabela 3), havendo a necessidade de mais pesquisas
direcionadas a investigagdo e elucidagcdo dos mecanismos envolvidos na
biossolubilizacdo entre as diferentes fontes de fosfatos, em especial FePOg4

encontrado nos solos tropicais.
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Tabela 3. Concentracéo de fésforo (P) solubilizado por isolados de Trichoderma
spp. a partir de fosfato de calcio (CaPOxs’) e ferro (FePOy).

Isolados de

Trichoderma spp. Origem CaPOys FePOs Referéncia
Nativos de Solo florestal ) 6,25 a 9,31 yg mL"" Promwee et al

Trichoderma spp. (Tailandia) de P (2014)

Nativos de T. Solo horticola 215,80 e 288,18 ug mL"*! NA Bader et al
harzianum (Argentina) de P (2020)

T. asperellum e Solo rizosfera de 410,3 e 459,3 ug mL"’ NA Haque et al
T. viride cana-de-acucar (India) de P (2020)

T. asperellum e NI 24,76 e 20,34 uyg mL"" NA Chagas et al
T. harzianum de P (2017)

, Solo de area de 7,06 a 11,10 yg mL" de Franga et al
Trichoderma spp. producao organica P NA (2017)

T. asperellum e A Junior et al
T. harzianum NI 9.9€59ugmL-de P NA (2019)
Trichoderma spp. NI 2,0a29,07uygmL"'de P NA Ribas et al

(2016)
Nativos AMS Solo florestal da » Bononi et al
Trichoderma spp. Amazobnia 2210 pgmL-de P NA (2020)

NI= ndo indicado; NA=ndo avaliado.

Bader et al (2020) avaliaram a solubilizagao de fésforo em meio NBRIP
com fosfato tricalcico, de cinco isolados nativos de T. Harzianum, obtidos de
solos horticolas na provincia de Buenos Aires, na Regido do Pampa, Argentina,
nos quais apresentram concentragao de fosforo soluvel nos filtrados variarando
entre 215,80 e 288,18 ug mL™".

Isolados de T. asperellum e T. viride, obtidos do solo de rizosfera em de
area de cana-de-acucar na india, foram capazes de solubilizar alta concentracéo
de fosfato de célcio, 410,3 ug mL" e 459.3 yg mL-' de P, respectivamente
(Haque et al., 2020). Chagas et al (2017) avaliou isolados de T. Asperellume T.
harzianum capazes de solubilizar fésforo a partir de fosfato de calcio, nos quais
apresentaram diferengas entre concentragdes de 24,76 ug mL' e 20,34 ug mL-
', respectivamente. Franca et al., 2017 demonstraram que isolados de
Trichoderma spp. obtidos de solos de areas de produgao organica de tomateiro,
foram capazes de solubilizar fosfato tricalcio em meio NBRIP, variando 7,06 a
11,10 ug mL™". Junior et al (2019) avaliaram a capacidade de solubilizagdo de

fésforo a partir de fosfato tricalcio por isolados de T. asperellum e T. harzianum,
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e observaram valores de concentragdo de P de 9,9 ug mL' e 5,9 yg mL™",
respectivamente. Ribas et al (2016) observaram baixa solubilizagdo de fosfato
de tricalcio obtidas por isolados de Trichoderma spp. variando de 2,0 a 9,07 ug
mL" de P.

Existe grandes variagbes entre isolados de Trichoderma spp. com
capacidade de solubilizar fésforo, independente da fonte de fosfato, isso
demonstra a importancia da selec¢ao de isolados para os estudos de promocéao

de crescimento das plantas via solo.

2.3.2 Producao de AIA pelos isolados nativos de Trichoderma spp.

Todos os isolados de Trichoderma spp. apresentaram capacidade de
producdo de AIA, com grandes diferengas significativas na concentragdo ao

longo de nove dias de incubagao (Tabela 4).

Tabela 4. Concentracado de AlA produzido por isolados nativos de Trichoderma
spp. na presenca de L-Triptofano.

Cadigo isolado [1ug AIA mL"
2 1728 g
3 518,5¢
4 361,0d
5 207,0 f
6 342,5e
7 623,5a
8 51,5]
9 56,3
10 55,0 m
11 85,3
12 168,0 g
13 69,3 i
14 485
15 32,81
16 147,3 h
17 154,0 h
18 350m
19 580,0 b

CV% 4,75
NMS:0,01 0,00

*Letras diferentes diferem estatisticamente pela andlise de variancias das médias (ANOVA) e o teste de
Scott-Knott p<0,01.
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Os isolados 11 (85,3 ug mL"), 13 (69,3 ug mL"), 9 (56,3 ug mL"), 8 (51,5
pug mL), 10 (5,5 ug mL"), 15 (32,8 uyg mL") e 18 (3,5 ug mL"), apresentaram
significativamente as menores concentragdes de AIA em comparagao com 0s
demais isolados (Tabela 4).

Os isolados 4 (361 ug mL") e 6 (342,5 yg mL") ndo apresentaram
diferencgas significativas entre si na produgao de AIA, bem como os isolados 2

(172,8 yg mL"), 12 (168 ug mL"), 17 (154 yg mL") e 16 (147,3 ug mL") (Grafico
4).

700 A

S

600 -

ISa

1 [] AIA 9d

|—|o

500

400 -

He.

fo

300 ~

f

Produgdo de AIA (ug ml ‘l)

200 - e e,

o........HHﬂﬁﬁﬁéégg_

7193 4 6 5 2 1217 16 11 13 9 8 14 15 10 18

Isolados nativos de Trichoderma spp.

Grafico 4. Produgao de AlA (ug mL™") por isolados nativos de Trichoderma spp.
aos nove dias de incubacgdo. Barras seguidas de mesma letra nao diferem
estatisticamente, segundo o teste de Scott Knott a 1% de probabilidade.

Os isolados 7, 19 e 3, produziram as maiores concentragdes de AlA, com
valores de 623,5 yg mL™', 580 uyg mL"' e 518,5 yg mL", respectivamente,
apresentando diferencas significativas entre si (Grafico 4).

O isolado 7 apresentou singular coloragdo do sobrenadantes apds reagao
com reagente Salkowski em comparagéo aos outros isolados de Trichoderma
spp., despertando a atengao quanto ao potencial de producao de AlA, visto que

apresentou a maior média de concentragéo de AlA (623,5 uyg mL-' AlA) (Figura
10).
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Figura 10. Coloragédo do sobrenadante apds reagdo com reagente Salkowski ao
9° dia de incubacao para producao de AlA pelos isolados nativos de Trichoderma

spp.

Nieto-Jacobs et al (2017), observou mudanga na coloragdo do
sobrenadante de um isolado de T. virens contendo AlA e derivados de AlA na
auséncia de L-Triptofano e que na presenca nao foi tdo evidente.

Contreras-Cornejo et al (2009) verificaram que um isolado de T. virens
produziu trés compostos auxinicos: acido indol-3-acético (AlA), acido-indol-3-
acetaldeido (AlAld) e acido-indol-3-etanol (AlEt), tanto na presenga e auséncia
do precursor L-Triptofano. Os autores observaram concentragdes de 13,8 ug mL-
' de AIA, 59,4 ug mL" de AIAld e 72,33 ug mL" de AIEt na auséncia de L-
Triptofano; e concentragdes de 233,4 ug mL™"' de AlA, 70,15 yg mL" de AlAld e
141,88 ug mL-' de AIEt na presenca de L-Triptofano, sendo este Ultimo somam
um total de 445 ug mL"' de AIA e derivados, valor proximo apresentado pelos
isolados nativos 3, 4,6, 7 e 19.

Haque et al (2020) analisaram dois isolados de Trichoderma spp. obtidos
do solo de areas cultivadas com cana-de-agucar e encontrou valores altos de
producéo de AIA de 120.31 ug mL™" pelo isolado MK937669 (T. asperellum) e
130.101 pg mL-" pelo isolado MK503705 (T. viride).

Em comparagao aos resultados obtidos por Haque et al (2020) e aos
obtidos pelos isolados 7 (623,5 ug mL"), 19 (580 ug mL") e 3 (518,5 uyg mL™") de
Trichoderma spp. nativos deste trabalho, também associados a cana-de-agucar,
apresentou concentracbes bem superiores. Essas concentragcdes de AlA
produzidas por esses isolados, podem ser consideradas até o momento as mais
altas relatadas, diante outras pesquisas realizadas com diferentes isolados de
Trichoderma spp. (Tabela 5).
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Tabela 5. Concentragao de AlA e derivados (ug mL") produzido por isolados de
Trichoderma spp.

Isolados de

Trichoderma spp. Origem AlA Referéncia
Tricr;jr?)g\é?rsngespp. SOIOSEVZ?:;“S/O de 1,30 a 21,15 ug mL"* Abdenaceur et al (2022)
Nativos de T Sgi‘:g*;?{gﬁ;’)'a 7.19 a 21,14 pg mL" Bader et al (2020)

T+ asperelum e Ca;(f'(;’efi;gjé‘;rra(i‘:%ia) 120,31 e 130,1 g mL" Haque et al (2020)
T. asperellum e NI 3,925 g mL" Chagas et al (2017)

T. harzianum

Solo de area de

i -1
Trichoderma spp. produgAo organica 42 e 44 yg mL Franca et al (2017)
T. asperellum e » .
T harzianum NI 1,9e1,5ugmL Junior et al (2019)
Solo de rizosfera de
Trichoderma s Tamarix chinensi em
Pp- area de 0,05e 0,11 pg mL" Oljira et al (2020)

halotolerantes ) o
fitorremediagao

(China)
T. asperellum e Solo rizosfera de
T. b nao produziram AlA Santos et al (2021)
. . anana
longibrachiatum

233,4 uyg mL" de AIA, 70,15 uyg mL-'  Contreras-Cornejo et al

T. virens NI de AIAId e 141,88 ug mL-" de AIEt (2009)

NI=nao identificado

Bader et al (2020) demonstraram que 19 isolados nativos de Trichoderma
spp., obtidos de solos horticolas na provincia de Buenos Aires, na Regido do
Pampa, Argentina, foram capazes de produzir AlA, variando de 7,19 yg mL™" a
21,14 ug mL™', sendo que quatro isolados de T. harzianum (FCCT 16, FCCT 58,
FCCT 199-2 e FCCT 363-2), exibiram as maiores concentragdes, 15,98 ug mL-
1,13,38 ug mL"', 17,07 uyg mL-", 21,14 ug mL-", respectivamente.

Abdenaceur et al (2022) avaliaram 15 isolados Trichoderma spp. obtidos
do solo em areas de cultivo de oliveiras e todos foram capazes de produzir AlA,
variando de 1,30 a 21,15 yg mL"'. Em um grupo de 17 isolados de Trichoderma
spp. obtidos de solos de areas de produgao organica de tomateiro, somente dois
isolados, F e G foram capazes de producgao de AlA, apresentando valores de 42
ug mL' e 44 yg mL"' (Franga et al., 2017). Junior et al (2019) avaliaram a

capacidade de producao de AlA de isolados de T. asperellum e T. harzianum, e
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observaram valores de concentragdo de AIA de 1,9 yg mL"' e 1,5 yg mL™",
respectivamente.

Oljira et al (2020) analisaram dois isolados Trichoderma spp.
halotolerantes (adaptagdo a alta salinidade), coletados da rizosfera de
Tamarindo rosa (Tamarix chinensis L.) em area de fitorremediagdo na China,
quanto a produgéo de AlA, os quais produziram 0,05 ug mL-' (T. afroharzianum)
e 0,11 yg mL™ (T. yunnanense) tanto na presencga de estresse salino (200 mM
NaCl), quanto na auséncia do estresse salino.

As variacdes na capacidade e concentracdes de producao de AlA por
diferentes isolados de espécies de Trichoderma spp. sdo esperadas e
verificadas em diferentes estudos. A producio de AIA é dependente do isolado
de Trichoderma spp. e varios estimulos externos estdo associados a sua
producao (Nieto-Jacobo et al., 2017), como a auséncia ou presenga do precursor
L-Triptofano e sua concentragao utilizada, valor de pH, temperatura, salinidade
e tempo de incubagéo (Napitupulu et al., 2019).

Os isolados de Trichoderma spp. nativos apresentaram alta amplitude na
concentragédo de AIA produzida (3,5 a 623,5 ug mL-'), com valores mais altos
comparado com outros isolados de Trichoderma spp. mencionados

anteriormente.

2.4 Conclusao

Metodologias de bioprospec¢ao em agroecossistemas mostrou ser uma
importante ferramenta para obtencdo de potenciais isolados nativos de
Trichoderma spp. com habilidade de producao de AlA e solubilizacido de P.

A solubilizagdo do fosfato de ferro e producdo de AIA apresentaram
diferengas entre os isolados nativos de Trichoderma spp., podendo o mesmo
isolado ter alta capacidade de producdo de AIA e baixa capacidade de
solubilizac&do de fosfato de ferro e vice e versa.

Os isolados 7 e 15 mostraram-se candidatos potenciais para producéao de

AlA e solubilizagao P a partir de FePOg4, respectivamente.
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CAPITULO 3 - Efeitos de Trichoderma spp. nativos com alta produgio de AIA
e solubilizagao de P no crescimento inicial e metabolismo

bioquimico de plantas de milho sob estresse nutricional

RESUMO - Espécies de Trichoderma spp. s&o capazes de promover o
crescimento das plantas e ajudar na tolerancia contra estresses abioticos do solo
e do clima. No entanto, os efeitos de promocdo do crescimento podem ser
dependentes da interagdo com o hospedeiro e principalmente da capacidade de
producao de AIA pelo isolado, visto que altos niveis de AIA podem provocar
efeitos negativos, dependendo das condigbes do ambiente. Quatro isolados de
Trichoderma spp. com alta capacidade de producao de AlA e solubilizacdo de P
foram utilizados. O objetivo foi verificar os efeitos na promogéo ou regulagéo do
crescimento inicial e os efeitos no metabolismo hormonal e antioxidante de
plantas de milho var. Airan por isolados nativos de Trichoderma spp., sob
condicéo de deficiéncia de nutrientes no solo. Efeitos positivos foram verificados
no comprimento das raiz e razdo parte aérea/raiz das plantas. Os isolados
nativos de Trichoderma modularam os niveis de AlA, GAs, flavonoides totais,
acgucares totais e enzimas antioxidantes CAT e APX nas condi¢cdes de estresse
nutricional das plantas de milho.

Palavras-chaves: acido indolacético, giberelina, flavonoides, Hypocrea, Zea

mays

3.1 Introducao

A utilizagdo de microganismos benéficos na agricultura com capacidade
de promover o crescimento das plantas, tem recebido notavel atencdo nas
ultimas décadas. Fungos do Género Trichoderma spp. tem demonstrado ter a
capacidade bioestimulante, promovendo o crescimento das plantas, melhorando
o rendimento e qualidade dos alimentos, além de mitigar os efeitos prejudiciais
dos estresses abidticos (Rouphael e Colla, 2020; Alizadeh et al., 2024; Woo et
al., 2023).

Espécies de Trichoderma tem demonstrado a capacidade de solubilizagao
de fosforo e producéo de fitohormbnios, em especial as auxinas, promovendo o
crescimento das plantas relacionado a modificagdo da arquitetura da raiz,

crescimento e aumento dos pelos radiculares, resultando no aumento da
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biomassa radicular e consequentemente, maior absor¢cao de nutrientes e agua
pelas plantas (Abdenaceur et al., 2022; Sood et al., 2020; Bader et al., 2020;
Guzman-Guzman et al., 2019; Lépez-Bucio et al., 2015).

No entanto, diferengas sao observadas em experimentos de promocao de
crescimento com Trichoderma produtores de AlA, com efeitos negativos, neutros
e positivos no crescimento das plantas, sugerindo que 0s mecanismos
envolvidos sdo multivariaveis e dependentes das condicdes ambientais (Nieto-
Jacobo et al., 2017; Contreras-Cornejo et al., 2009).

O acumulo de AIA no tecido especifico induz também acumulo de
flavonoides (Peer e Murph. 2007; Brow et al., 2001), os quais tém a capacidade
de modular a cascata de sinalizagdo de espéceis reativas de oxigénio (EROs) e
afetar diretamente o catabolismo, transporte e sinalizacdo da auxina nas plantas
(Brunetti et al., 2018), causando efeitos negativos e/ou positivos no crescimento
e desenvolvimento das plantas, dependendo das condicbes do ambiente
(Chapman e Muday, 2020; Brunetti et al., 2018; Peer et al., 2013; Brow et al.,
2001). Além do AIA, o fitohormdnio giberelina (GAs) também desempenha um
importante papel regulador neste processo, pois o0 GAs suprime o acumulo de
flavonoides na ponta da raiz (Tan et al., 2019) e essa inibicdo modula o estado
de estresse oxidativo e o desenvolvimento das raizes laterais e pélos radiculares,
impactando todo sistema radicular das plantas (Hetherington et al., 2021; Achard
et al.,, 2008). No entanto, a sinalizagcdo de GAs durante as interagbes
Trichoderma-planta é pouco conhecida (Contreras-Cornejo et al., 2024).

Contudo, € incipiente a investigag¢ao da interagao planta/ Trichoderma com
alta capacidade de produgcao de AIA e os efeitos no balanco de AIA, GAs,
flavonoides, EROs e enzimas antioxidantes do hospedeiro.

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a interag&o de isolados
nativos de Trichoderma spp. com alta producédo de AlA no crescimento inicial e
efeitos no metabolismo bioquimico hormonal e antioxidante em plantas de milho

var. Airan em condi¢cdes de estresse nutricional.

3.2 Material e Métodos
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3.2.1 Isolados nativos de Trichoderma spp.

Os isolados nativos de Trichoderma spp. foram selecionados previamente
com base nos resultados da capacidade de solubilizacdo de P e producao de
AlA in vitro (Tabela 1).

Tabela 1. Capacidade de solubilizagdo de P e producao de AIA de isolados
nativos de Trichoderma spp.

Isolados de Trichoderma spp. Solubilizagdo de P  Producao de AIA

(ug PO mL") (ug mL")
3-EL2 1,25 518,5
7-PI13 4,4 623,5
15-PM6.3 11,6 32,8
19-PO7 8,7 580

3.2.2 Ensaio de crescimento inicial de plantas de milho var. Airan

O experimento foi conduzido em casa de vegetagéo, utilizando vasos de
polietileno de trés litros e solo composto por uma mistura de 1:1:1 (Substrato HA
[Casca de Pinus, Vermiculita, PG Mix 14.16.18, Nitrato de Potassio, Superfosfato
Simples e Turfa], areia média e solo argiloso distréfico).

O solo argiloso foi coletado na profundidade de 20 a 40 cm em area
agricola (Tabela 2-Analise do solo) e posteriormente foi peneirado para compor

a mistura de solo utilizada.

Tabela 2. Analise quimica do solo.

Solo pH M.O P-resina K-sresina Ca-resina Mg -resina H +Al SB CTC V
(CaCl2) (g.dmd) (mg.dm?) (mmolc/dm?) %
53 5 3 0,3 9 3 18 12,5 32,5 38
Argila Silte Areia e e ee aoaoo-
607 253 140

Na montagem do experimento foram realizados sulco de trés centimetros
de profundidade em cada vaso, com intuito de simular a aplicacdo dos
tratamentos via sulco de plantio, em um volume de calda de 50 L/ha.

A solucdo e concentracdo de esporos dos isolados nativos de

Trichoderma spp. foram obtidas por meio do crescimento em placas de Petri,
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contendo meio BDA apds 10 dias de incubacdo em camara BOD, a 28 °C e
fotoperiodo 12 h/12 h. A calibracdo da concentragdo dos esporos de cada
isolado, foram realizadas em camara de Neubauer, ajustando as concentragdes

para 1. 108 esporos/ml' (Tabela 3).

Tabela 3. Descricao dos tratamentos.

Volume p/ vaso-sulco

Tratamento Descrigao [ 1 esporos /ml Aplicagéao (ml)
T1 Controle - - 0
T2 3 (EL2) 1. 108 Sulco 0.435
T3 7 (PI13) 1.108 Sulco 0.435
T4 15 (PM 6.3) 1.108 Sulco 0.435
T5 19 (PO7) 1.108 Sulco 0.435

Os experimentos foram realizados em delineamento experimental em
blocos casualizados (DBC), contendo cinco tratamentos e oito repeti¢des. Cinco
repeticoes foram usadas para avaliagdes de crescimento e trés repeticdes
utilizadas paras analises bioquimicas.

A interacao Trichoderma-milho foram conduzidas durante o periodo de 38
dias e as condigbes climaticas do ambiente (temperatura e umidade relativa do
ar (média, maxima e minima), foram registrados automaticamente na casa de

vegetacéao (Grafico 1).

T MAX TMIN T MEDIA

45,0
40,0
35,0 =
30,0 I l l
25,0
20,0 = =
15,0 =
10,0

5,0

0,0

TEMPERATURA °C

NOV/23 DEZ/23 JAN/24
MES/ANO

Grafico 1. Condigdo climatica na casa de vegetacédo (T°C e UR%).
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3.2.3 Analises de crescimento

Foram avaliados o comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de
raizes (CPR), massa seca de parte aerea (MSA), massa de raizes (MSR) e razao
parte aéreal/raiz (A/R).

O CPA foi realizado com auxilio de régua milimetrada (cm), medindo a
altura das plantas a partir do colo até o apice da maior folha posicionada para
cima. O CPR foi avaliado apés a retirada das raizes do solo dos vasos, seguida
de lavagem em agua corrente.

A MSA e MSR foram realizadas utilizando balanga analitica (g), apos a
secagem em estufa com circulagdo de ar, a temperatura de 64 °C, durante 3
dias. A razdo A/R foi calculada a partir dos valores de MSA e MSR.

3.2.4 Analises do metabolismo oxidante e antioxidante

3.2.4.1 Teores de H202 e MDA

Para a quantificacdo de perdxido de hidrogénio (H202) e peroxidagao
lipidica (MDA - malondialdeido), 1 g de tecido vegetal foi macerado em nitrogénio
liqguido e extraido em 10 mL solugédo TCA (&cido tricloroacético) 0,1%. O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 min a 4 °C, e o
sobrenadante utilizado para as analises.

Na quantificagdo de H202, 200 pL do sobrenadante foi adicionado 200 pL
de solugao de 0,1 M de tampao fosfato de potassio (pH 7,5) e 800 uL de solugéo
1 M iodeto de potassio. Essa solugao foi incubada em gelo por 1 h. A leitura foi
realizada em comprimento de onda de 390 nm e ajustada com a curva padréo
de calibragdo de H202 (Grafico 2). A quantidade de H20:2 foi expressa em umol
g de massa fresca (Alexieva et al., 2001).

Para a quantificacdo de MDA, 200 pyL do sobrenadante foi adicionado 1
mL de 0,5% TBA (acido tiobarbiturico) em 20% TCA. Essa solugéo foi incubada
a 95 °C por 30 min, e a reacgao foi interrompida com banho de gelo. As
absorbancias foram de 535 nm e 600 nm, o resultado foi expresso em nmol g’

de massa fresca (Heath; Packer, 1968).
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Grafico 2. Curva de calibragao de peroxido de hidrogénio (H202).

3.2.4.2 Teores de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX)

A determinagc&o do metabolismo antioxidante foi realizada analisando os
componentes: atividade da superdxido dismutase (SOD, EC:1.15.1.1), catalase
(CAT, EC:1.11.1.6) e ascorbato peroxidase (APX, EC:1.11.1.11). Para a
extracdo 1 g de material vegetal foi macerado em nitrogénio liquido e adicionado
8 mL de Tampao Fosfato de Potassio 0,1 M pH 7,5. O homogeneizado foi
centrifugado a 10.000 rpm por 30 min a 4 °C, e o sobrenadante utilizado para as
analises.

A atividade de SOD foi determinada utilizando a metodologia adaptada de
Giannopolitis e Ries (1977). O teste foi exposto a luz por 20 minutos em
temperatura ambiente, e as amostras foram lidas em espectrofotdbmetro com 560
nm. A atividade da CAT foi determinada pela degradagdo do H202, sob a
referéncia da leitura em espectrofotometro 240 nm (absorbancia) (Azevedo et
al., 1998). A atividade APX foi avaliada pelo teste da avaliagdo temporal da
atividade da enzima, com leitura em espectrometro a 290 nm (Moldes et al.,
2008). Todas as enzimas antioxidantes foram calculadas com base na

concentragao de proteina.

3.2.4.3 Teores de proteinas totais
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Para extracdo de proteinas, 1 g de folhas frescas foram moidas com
nitrogénio liquido e logo apds extraido em tampé&o fosfato de potassio 0,1 M pH
7,5. Os teores de proteinas totais foram determinados de acordo com Bradford
(1976), 10 pyL de extrato foi adicionado em 1 mL do reagente Bradford, apos 5
minutos foi feito a leitura em espectrofotdmetro a 595nm. Para a curva foi

utilizado a albumina de soro bovina (Grafico 3).

0,6
y=0,1897x+ 0,0202
0,5 R>=10,991

0,4

0,3

Abs (595 nm)

0,2
0,1

0
0 1 2 3

Proteina Albuina serina bovina (mg g-! massa
fresca)

Grafico 3. Curva de calibracdo da concentracédo de proteina albumina de soro
bovina.

3.2.5 Analise de flavonoides totais, AlA, GAs e agucares totais

As analises dos teores de flavonoides totais (FLAV), agucares soluveis
totais (AST) e concentracao de AlA e GAs foram quantificadas nas folhas e raizes

das plantas.

3.2.5.1 Agucares soluveis totais

Para determinar os AST, 1 g de folhas frescas e raizes foram macerados
e adicionados a tubos Falcon contendo 10 mL de solugdo MCA (60% v/v
metanol, 25% v/v cloroférmio e 15 % v/v agua). Apos 48 h, 4 mL do sobrenadante
foram coletados e transferidos para outro tubo Falcon e foram adicionados 1 mL

de cloroférmio e 1,5 mL de agua deionizada. Para quantificacdo de AST foi
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utilizado o método fenol-sulfurico de acordo com a metodologia de Dubois et al

(1956), utilizado a glicose como padréao (Grafico 4).

0,6

y =0,1646x - 0,0378
0.5 R? = 0,9963

0,4

0,3

Abs (490 nm)

0,2
0,1

0
0 1 2 3 4

Concentracdo de glicose mg g-! massa fresca

Grafico 4. Curva padrdo de calibragéo de agucares totais (6 mg mL" glicose).

3.2.5.2 Teores de flavonoides totais

Para extragdo dos flavonoides, 1 g de folhas frescas e 1,5 g de raizes
foram extraido em etanol absoluto. As amostras foram incubadas em banho-
maria a 60 °C por 2 h. Para a determinacao de flavonoides totais utilizou-se

NaNO2 5%, AICIz 10%, e NaOH (1 M) de acordo com Yao et al (2013), utilizando-

se rutina como padrao (Grafico 5).
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Grafico 5. Curva padrdo de calibracdo de flavonoides totais utilizando rutina
(folha e raiz)

3.2.5.3 Quantificagao de AlA e GAs

Para quantificagdo de acido indolacético (AlA) e acido giberélico (GAs), 1
g de folhas e 1,5 g de raizes foram extraidas usando tampéao fosfato 0,06 M (pH
7,4). Os extratos vegetais foram homogeneizados e centrifugados a 10.000 x g
por 30 min a 4 °C. A quantificacdo de AIA foi determinada utilizando a solucao
Salkowisk de acordo com Gordon e Weber (1971), utilizando AIA como padréo
(Grafico 6). A determinagdo de GAs foi realizada utilizando HCI (3,75 M) de

acordo com Graham e Thomas (1961), utilizando GAs como padrao (Grafico 5).
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Grafico 6. Curva padréo de calibragdo da concentragao de AIA ug mL" (folha e
raiz) — 0,012 g AIA em 250 mL de -agua (48 yg mL") e GA3s (mg g"' MF) — 0,012
g GAs em 10 mL de etanol 98 (1,2 mg mL").

3.2.6 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram processados utilizando software Minitab para
verificagdo de outlier e teste de normalidade Anderson Darling. Os dados de
crescimento para o parametro de massa seca de raiz (MSR) foram
transformados utilizando Vx. Foram realizadas as analises de variancia das
médias (ANOVA) pelo teste de Tukey (p<0,05) para todas as variaveis tanto de
crescimento, quanto para as analises bioquimicas, utilizando o software Sisvar.
Os valores médios de cada tratamento (controle e isolados) foram utilizados para
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analise multivariada de componentes principais (ACP) utilizando software
Minitab. Os coeficientes de correlacdo de Pearson foram determinados para as
variaveis dos CP1 e CP2 em conjunto (p<0,05), utilizando o software Sigma Plot.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Efeitos no crescimento inicial das plantas

O crescimento inicial do milho var. Airan em condicdo de estresse
nutricional na interagdo com os quatro isolados nativos de Trichoderma spp.,
apresentaram efeitos neutros ou nulos no CPA, MSA e MSR, ndo havendo
diferencas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05). No entanto, o
comprimento da raiz (CPR) e razdo parte aéreal/raiz (A/R) apresentaram

diferencgas significativas (Tabela 4, Grafico 7).

Tabela 4. Comprimento de parte aérea (CPA) e raizes (CPR), massa seca da
parte aérea (MSA) e raizes (MSR) e raz&o parte aérea/raiz do milho var. Airan
na interagdo com isolados nativos de Trichoderma spp.

Tratamento CPA CPR* MSA MSR A/R*

- (cm) (9)

Controle 78,6a 57,6c 6,2a (6,3)2,5a 1,0b
EL2 82,6a 64,2bc 6,6a (5,7)2,3a 1,2ab
P13 79,0a 88,8ab 7,0a (53)2,22a 14a

PM6.3 85,5a 89,5a 7,2a (6,4)25a 1,1ab

PO7 80,7a 999a 59a (44)21a 1,3a

CV % 9,13 16,18 14,49 11,12 15,21

p <0,05 0,579 0,000 0,212 0,101 0,032
*Letras diferentes na coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey

(p<0,05); CV%=coeficiente de variacdo; Valores ndo transformados em
parantéses.
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Grafico 7. Comprimento de raiz (CPR) e razao parte aérea/raiz (A/R) de plantas
de milho var. Airan aos 38 dias apds tratamento via sulco com isolados de
Trichoderma spp. Barras com letras diferentes diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0,05).

O CPR teve efeito positivo no crescimento das plantas em interagdo com
os isolados PI3, PM6.3 e PO7, aumentando em 54%, 55% e 73%,
respectivamente, em comparagao ao tratamento controle (Grafico 7). O isolado
EL2 ndo apresentou diferenga comparado ao controle e o isolados PI3, no
entanto teve menor CPR em comparacao aos isolados PM6.3 e PO7 (Grafico 7).

A razao A/R foi significativamente maior com a interagao dos isolados P13
e PO7 em comparacdo ao controle e os isolados EL2 e PM6.3 nao se
diferenciaram do controle e dos isolados PI3 e PO7 (Gréafico 7).

Os isolados PI3 e PO7 se destacaram em promover o crescimento no
CPR e o0 aumento na razao A/R sob condicbes de deficiéncia de nutrientes no

solo.

3.3.2 Teor de perdxido de hidrogénio (H202) e dano oxidativo (MDA)

O efeito nos teores de H202 e MDA apresentaram diferengas significativas
pelo teste de Tukey (p<0,05).
Os isolados EL2, PO7 e P13 aumentaram os niveis de H202, em 118, 61

e 16%, respectivamente, em comparagao ao controle e apresentaram diferengas
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entre si. De maneira oposta, o isolado PM6.3 diminuiu em 23% em comparagao

ao tratamento controle (Grafico 8).
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Grafico 8. Teor de peroxido de hidrogénio (H202) e MDA (peroxidagéo lipidica)
em folhas do milho var. Airan aos 38 dias de interacdo com os isolados nativos
de Trichoderma spp. Barras com letras diferentes diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0,05).

A resposta do aumento de H202 pelos isolados EL2 e PO7 resultou no
aumento dos niveis de MDA em 26 e 34%, respectivamente, em comparacao ao
tratamento controle (Grafico 8), causando estresse oxidativo nas plantas. Ja os
isolados PI3 e PM6.3 ndo apresentaram aumento significativo de MDA em
comparagao ao tratamento controle (Grafico 8). No entanto, o isolado PM6.3 n&o
apresentou diferenga quando comparado com o isolados EL2, o qual causou
estresse oxidativo nas plantas de milho. Sendo assim, o isolado PI3 destacou
significativamente dos outros isolados por ndo causar estresse oxidativo nas

plantas.

3.3.3 Efeito no metabolismo antioxidante (SOD, CAT e APX) e proteinas

totais

A atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, APX e o teor de PROT

foram significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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A atividade da enzima SOD nao apresentou diferengas na interagdo com
os quatro isolados de Trichoderma spp. em comparagao ao tratamento controle
(Grafico 9). No entanto, o isolado PI3 apresentou maior atividade da enzima SOD
quando comparado ao isolado PM6.3 (Grafico 9).

A atividade da enzima CAT foi reduzida em 56% na interagdo com o
isolado PI3, em comparacéo ao tratamento controle e os isolados EL2, PM6.3 e
PO7 nao apresentaram diferenca na alteragdo dos niveis em comparagado ao
controle (Grafico 9). No entanto, o isolado PM6.3 diminuiu os niveis de CAT
comparado ao isolado EL2.

A atividade da enzima APX foi aumentada pelos isolados PM6.3 e P13 em
161 e 143%, respectivamente, comparado ao tratamento controle (Grafico 9) e
também apresentaram diferencas em comparacao aos isolados EL2 e PO7. Os
isolados EL2 e PO7 nao apresentaram diferencga significativas nos niveis de APX
quando comparado com o controle (Grafico 9).

O teor de proteinas totais nas folhas do milho Airan ndo apresentaram
alteracdes com a interacdo dos quatro isolados em comparacao ao tratamento
controle (Gréfico 9). No entanto, o isolado PI3 diminuiu em 20% o teor de PROT

comparado com o isolado PM6.3 (Grafico 9).
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Grafico 9. Concentracdo de enzimas antioxidantes: superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascobarto peroxidase (APX) e proteinas totais (PROT)
em folhas de milho var. Airan em interacdo com isolados nativos de Trichoderma
spp. Barras com letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).

3.3.4 Efeitos no metabolismo bioquimico de flavonoides totais, AlA, GAs e

agucares soluveis totais

A interagdo com os isolados nativos apresentou diferengas significativas
no teor FLAV, AIA e GAs nas folhas e raizes pelo teste de Tukey (p<0,05).
O isolado EL2 aumentou em 11,5% o teor de FLAV nas folhas em

comparacgao ao tratamento controle. De maneira oposta, os isolados PI3, PO7 e
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PM6.3 diminuiram em 19, 26 e 38% a concentragdo de FLAV nas folhas em
comparagao ao controle, apresentando também diferengas significativas entre si
(Grafico 10).

Nas raizes os teores de FLAV aumentou com o isolado EL2 e PM6.3 em
51 e 21% respectivamente, em comparagao tratamento controle, apresentando
também diferencgas entre si e os isolados P13 e PO7 (Grafico 10). Os isolados
P13 e PO7 nao apresentaram diferenga em comparagao ao tratamento controle,
mas PI3 aumentou significativamente o teor de FLAV em comparagao com o
isolado PO7 (Grafico 10).
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Grafico 10. Concentracao de flavonoides totais em folhas e raizes de milho var.
Airan em interacdo com os isolados nativos de Trichoderma spp. Barras com
letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

A concentragdo de AIA nas folhas aumentou em 71, 54, 41 e 20% na
interacéo com os isolados PM6.3, PO7, PI3 e EL2, respectivamente, comparado

ao tratamento controle, apresentando também diferengas entre si (Grafico 11).
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Grafico 11. Concentragdo de acido indolacético (AIA) em folhas e raizes de
milho var. Airan em interacdo com os isolados nativos de Trichoderma spp.
Barras com letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Nas raizes o isolado PI3 aumentou o conteudo de AIA em 86% em
comparacgao ao tratamento controle e também apresentou diferenca entre todos
os isolados (Grafico 7). Os isolados EL2, PO7 e PM6.3 aumentaram em 59, 55
e 46% os niveis de AlA nas raizes em comparag¢ao ao controle, porém nao houve
diferencas entre si (Grafico 11).

Os niveis de GA3 na folha aumentou com a interagéo do isolado PO7 em
24%, comparado ao controle (Grafico 12). De maneira oposta os isolados EL2,
PM6.3 e PI3 reduziram em 3, 12 e 30%, respectivamente, a concentragao de
GAs nas folhas em comparagao ao tratamento controle (Grafico 12).
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Grafico 12. Concentracao de giberelina (GAs) em folhas e raizes de milho var.
Airan em interacdo com os isolados nativos de Trichoderma spp. Barras com
letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Nas raizes as alteragdes na concentracdo de GAs foram inversas aos das
folhas. O isolado PO7 reduziu os niveis de GA3z em 23% em comparagado ao
controle e os isolados PM6.3, EL2 e PI3 aumentaram em 2, 10 e 14%,
respectivamente, a concentragcao de GAs nas raizes comparado ao tratamento
controle (Grafico 12).

A concentragdo de AST nas folhas ndao foram alteradas pela interagao
com os isolados nativos em comparagé&o ao tratamento controle (Grafico 13). No
entanto, houve aumento de 18% pelo isolado EL2 em comparagdo ao PI3
(Gréfico 13).
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Grafico 13. Concentracao de acucares totais em folhas e raizes de milho var.
Airan em interacdo com os isolados nativos de Trichoderma spp. Barras com
letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Nas raizes o teor de AST diminuiu em 23% com a interagdo com o isolado
PM6.3 em comparagéo ao tratamento controle (Grafico 13).

Os isolados EL2 e PO7 nao apresentaram alteragdes significativas no teor
de AST nas raizes comparado ao controle e também nao teve diferencas entre
si (Grafico 13). O isolado PI3 apresentou menor teor de AST quando comparado
ao isolado PO7, mas nao apresentou diferencas em comparagao ao tratamento
controle e os isolados EL2 e PM6.3 (Grafico 13).

3.3.5 Analise de componentes principais (ACP)

Os parametros de CPR e razdo A/R foram analisados em conjunto com
todos os parametros bioquimicos.

De acordo com a ACP, os primeiros quatro componentes explicados
foram superiores ao autovalor 1, considerando o critério ou teste de Kaiser-
Meyer-Olkin (KMO), indica a proporgao da variancia dos dados que pode ser
considerada comum a todas as variaveis. Esses quatro componentes explicaram
100% da variancia total (1,00), enquanto o CP1 representa aproximadamente
44.6% (0,446) e o CP2 25,1% (0,251) da variagdo, acumulando 69,6% (0,696)

da variéncia total dos dados (Tabela 5).



Tabela 5. Pontuagdes dos PC para todas as caracteristicas analisadas do milho var. Airan sob estresse nutricional.
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Matrix de correlagao da autoanalise

CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8 CP9 CP10 CP11 CP12 CP13 CP14 CP15 CP16 CP17 CP18
Autovalores 8,022 4,512 3931 1,535 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Proporcio 0,446 0251 0,218 0,085 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Acumulado 0,446 0,696 0915 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Variaveis CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8 CP9 CP10 CP11 CP12 CP13 CP14 CP15 CP16 CP17 CP18
Prod AIA 0,038 0,273 -0,391 -0,184 -0,417 0,312 0,043 -0,023 -0,009 0,228 -0,079 -0,469 -0,208 0,104 -0,048 0,354 0,058 -0,023
Solub P 0,326 -0,142 -0,007 0,195 -0,126 0,080 0,436 -0,366 0,117 0,364 0,040 0,434 -0,193 0,141 -0,307 0,034 -0,029 0,008
CPR 0,331 0,024 -0,168 -0,071 -0,161 -0,329 -0,491 -0,288 0,111 0,193 0,002 0,140 0,316 -0,147 0,136 0,150 -0,004 -0,408
AR 0,198 0,218 -0,337 -0,124 0,061 0,044 -0,091 -0,137 -0,402 -0,127 0,116 -0,040 -0,098 0,014 -0,297 -0,664 0,056 -0,127
H,0, -0,174 0,067 -0,430 0,085 0,524 -0,196 0,023 0,228 0,036 0,198 -0,073 0,065 -0,064 0,422 -0,054 0,146 -0,298 -0,248
MDA 0,038 -0,149 -0,467 0,144 -0,171 0,115 0,031 0,224 0,314 -0,575 0,073 0,308 -0,184 -0,171 0,004 0,091 0,132 -0,159
SOD -0,179 0,399 -0,062 -0,069 0,061 0,295 0,125 0,182 0,226 0,248 0,450 0,228 0,478 -0,061 -0,002 -0,076 0,236 -0,006
CAT -0,242 -0,213 -0,256 0,210 -0,114 0,261 -0,042 -0,395 -0,080 -0,215 -0,140 -0,035 0,554 0,223 -0,061 -0,003 -0,256 0,219
APX 0,299 0,173 0,136 0,219 0,217 -0,069 0,168 0,105 0,065 -0,213 -0,168 -0,309 0,309 -0,205 -0,578 0,237 0,064 -0,132
PROT 0,175 -0,396 0,003 0,172 0,072 0,287 -0,403 0,313 -0,164 0,216 -0,101 0,043 0,053 0,265 -0,134 0,029 0,503 0,069
AT-FOLHA  -0,305 -0,204 -0,021 0,208 -0,189 -0,204 -0,245 0,026 0,478 0,220 0,225 -0,300 -0,130 -0,078 -0,378 -0,296 -0,099 0,057
AT-RAIZ -0,353 0,000 -0,001 -0,033 -0,216 -0,186 -0,130 0,105 -0,532 0,025 0,229 0,300 -0,046 -0,196 -0,394 0,367 -0,086 0,048
FLAV-FOLHA -0,342 0,086 -0,076 -0,057 -0,206 -0,147 0,173 0,108 0,031 0,179 -0,720 0,193 0,110 -0,153 -0,064 -0,236 0,247 -0,128
FLAV-RAIZ -0,148 0,088 -0,117 0,692 0,161 0,090 0,042 -0,189 -0,234 0,172 0,055 -0,145 -0,139 -0,383 0,299 0,014 0,150 -0,139
AIAFOLHA 0,325 -0,016 -0,082 0,285 -0,400 -0,195 0,189 0,527 -0,181 0,122 0,051 -0,048 0,226 0,040 0,194 -0,176 -0,327 0,119
AIA-RAIZ 0,157 0,357 -0,231 0,102 0,136 -0,241 -0,226 -0,058 0,124 0,012 -0,140 0,150 -0,084 -0,073 -0,006 0,068 0,098 0,754
GA-FOLHA -0,027 -0,364 -0,292 -0,199 0,075 -0,453 0,393 -0,107 -0,094 0,016 0,227 -0,240 0,168 -0,001 0,089 0,058 0,436 0,129
GA-RAIZ -0,117 0,349 0,222 0,308 -0,271 -0,290 -0,014 -0,110 -0,004 -0,259 0,096 0,005 -0,040 0,593 0,027 0,018 0,317 -0,139
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Considerando o impacto das caracteristicas testadas nos principais
componentes, o efeito com maiores cargas positiva no CP1 (>0,299) foi
observado para a capacidade de solubilizagao de P pelos isolados nativos, CPR,
atividade da enzima APX e concentracdo de AIA na folha e os efeitos com
maiores cargas negativa (> -0,242) para atividade da enzima CAT, teores de AST
na folha e raiz e FLAV na raiz (Tabela 5, Grafico 14).

No CP2, o efeito com maior carga positiva (>0,218) foi observado para a
capacidade de producao de AIA pelos isolados nativos, razdo A/R, atividade da
enzima SOD e concentracdo de AlA na raiz (Tabela 5, Grafico 14). Maior carga
negativa (> -0,204) no CP2 foi observado para atividade da enzima CAT, teor de
PROT, teor de AST na folha e concentragao de GA3 na folha e raiz (Tabela 5,
Grafico 14). Como essas caracteristicas afetaram principalmente os dois
primeiros componentes, essas também afetaram a distribuigdo dos isolados
(Grafico 15).

® T3-PI3

2 SOD
GA-RAIZ AlA-RAIZ

Prod AIA

T2-El2g
FLAV-FOLHA FbAY-RAIZ

CPR
AT-RAIZ AIA-FOL HA

Solub P

Segundo componente (25,1%)

@ T4-PM6.3

T1-Controle ®
® T5-PO7

4 3 3 1 0 1 2 3

Primeiro componente (44,6%)

Grafico 14. Estrutura e carga dos autovetores para todas as caracteristicas
analisadas do milho var. Airan sob estresse nutricional.
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Os isolados PM6.3 e PO7 formaram um grupo que compartilham
positivamente das mesmas propriedades com maiores efeitos positivos no CP1
e maiores efeitos negativos no CP2 (Grafico 15). O isolado P13 foi posicionado
isoladamente, apresentando efeitos positivos no CP1 quanto no CP2 (Grafico
15). O isolado EI2 foi posicionado isoladamente com maior efeito negativo no
CP1 e menor efeito positivo no CP2 (Grafico 15). O tratamento controle
posicionou isoladamente apresentando maiores efeitos negativos tanto para o
CP1 quanto para o CP2 (Grafico 15), justificando os menores valores de CPR e

razao A/R observados (Grafico 7).

T3-PI3

T2-EL2 ®

Segundo componente

T4-PM6.3
L

T1-Controle @
® T5-PO7

-4 -3 2 1 0 1 2 3
Primeiro componente

Grafico 15. Agrupamento dos isolados nativos de Trichoderma spp. e efeitos
positivos e negativos no CP1 e CP2.

A correlagéo de Pearson entre as variaveis dos CP1 e CP2 apresentaram
diferengas estatisticas significativas (p<0,05) para 38 interagées, sendo dividida
em trés grupos: maiores coeficientes de correlacao acima de 70% (>0,7), média
correlacao entre 50 e 69% (0,5 a 0,69) e menor correlagdo abaixo de 50% (< 0,5)
(Tabela 6).
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Considerando os principais efeitos no CPR, houve correlagdo positiva
significativa para a razdo A/R, capacidade de solubilizagéo de P pelos isolados
nativos, atividade da enzima APX e concentracédo de AlA na folha, indicando que
essas variaveis tendem a aumentar em conjunto (Tabela 6). No entanto, o CPR
com o teor de FLAV e AST na folha apresentaram correlagdo negativa, indicando
que uma variavel tende a diminuir enquanto a outra aumenta (Tabela 6). Essas
variaveis explicam a influéncia no aumento do CPR pelos isolados PI3, PM6.3 e
PO7 em comparacéao ao tratamento controle, tendo em vista que os trés isolados
possuem maior habilidade em solubilizar o P (Tabela 1, Grafico 7).

Os principais efeitos na razdo A/R foram observados pela correlagao
positiva com a capacidade de producdo de AIA pelos isolados nativos e
concentracao de AlA na raiz, indicando que esses pares tendem a aumentar em
conjunto, mostrando que a modulacao dos niveis de AlA na raiz pelos isolados
P13 e PO7 influenciaram significativamente para o aumento da razdo A/R em
comparagao ao tratamento controle (Tabela 6 e Grafico 7).
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Tabela 6. Correlagdes de Pearson entre os componentes principais 1 € 2 no crescimento do milho var. Airan sob estresse nutricional.

AR P.AIA S.P  H0: MDA SOD CAT APX PROT FLAVF FLAVR AIAF AIAR GAF GAR ATF ATR
CPR 0,645* 0,399 0,737 -0,150 0,120 -0,154 -0,368 0,714* 0,175 -0,709*  -0,214  0,797* 0,635* -0,115 -0,172 -0,524* -0,431
AR - 0,775 0143 0405 0276 0,167 -0,049 0,171 -0,117 -0,125  -0,086 0,303 0,711* 0,028 -0,088 -0,280 0,001
P. AIA - - 0112 0,663* 0451* 0412 0015 0,033 -0,355 0,130 0,017 0,122 0,802* 0,048 -0,029 -0,226 0,171
S.P - - - 0,442 0,60 -0,514* 0,305 0,703* 0,504 -0,918*  -0,310  0,897* 0,205 0,106 -0,426 -0,460* -0,513*
H202 - - - - 0,642* 0,344 0,597* -0,527* -0,246 0,616*  0,449*  -0281 0,288 0,394 -0,066 0,249 0,549*
MDA - - - - - 0147 0420 -0,280 0,247 -0,045 0,207 0,313 0,237 0,659** -0,556* 0,124 0,389
SoD - - - - - - 0,252 -0,016 -0,986* 0,505* 0,207  -0,399 0,347 -0,390 0,528* -0,050 0,164
CAT - - - - - - - -0,553* 0,222 0,548 0,306  -0,384 -0,294 0,517* -0,191 0,253 0,370
APX - - - - - - - - 0,008 -0,734*  -0,150  0,736* 0,504* -0,530* 0,198  -0,598* -0,739*
PROT - - - - - - - - - -0,484*  -0,095 0433 -0,294 0407 -0,513* 0,085 -0,115
FLAV F - - - - - - - - - - 0,404  -0,887* -0,233 0,039 0,356 0,432 0,519*
FLAVR - - - - - - - - - - - 0,065 0,154 -0,245 0,532* 0,413 0,041
AIAF - - - - - - - - - - - - 0,494* -0,037 -0,266 -0,362 -0,479*
AIAR - - - - - - - - - - - - - 0380 0261 -0,335 -0,276
GAF - - - - - - - - - - - - - - -0,899* 0,207  0,583*
GAR - - - - - - - - - - - - - - - 0,023  -0,353
ATF - - - - - - - - - - - - - - - - 0,563*
ATR - - - - - - - - - - - - - - - - -
Valores de coeficiente de correlagdo em verde (>0,7); azul (entre 0,5 e 0,7) e vermelho (<0,5). Valores com asterisco* sao

significativos estatisticamente (p<0,05);
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De acordo com os resultados do CP1 e CP2 observamos que uma maior
capacidade de solubilizagao de fésforo pelos isolados nativos de Trichoderma
spp. influenciaram no comprimento da raiz e os isolados com alto potencial de
producao de AlA na razdo A/R, sendo que as combinagdes das duas habilidades
e a modulacao da atividade da enzima APX, teor de FLAV e AST na folha e AIA
na folha e raiz proporcionaram a promogao e regulagado do crescimento inicial

das plantas de milho var. Airan sob estresse nutricional (Figura 1).

T1-Controle

T4-PM6.3

Figura 1. Modulagédo das variaveis bioquimicas dos componentes principais
(PC1 e PC2) no comprimento da raiz (CPR) e razao parte aérea/raiz (A/C) pelos
isolados nativos de Trichoderma spp. em interacdo com milho var. Airan sob
estresse nutricional. Setas de cor vermelha=valor menor significativo;
amarelo=valor médio n&o significativo entre tratamento; azul e verde=valor maior
significativo.
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Os efeitos dos niveis de H202 e MDA no estresse oxidativo das plantas
de milho e apresentaram correlagdo de Pearson significativa (p<0,05) e
coeficiente de correlagdo média entre 50 e 60%, para a atividade da enzima CAT,
APX, teor de FLAV na folha e AST na raiz e concentracdo de GAs na folha e raiz
(Tabela 6).

Correlagéo positiva com efeitos significativos foi observada nos niveis de
H202 com a concentracdo de MDA, atividade da CAT, FLAV na folha e AST na
raiz, que tendem a aumentar em conjunto (Tabela 6, Grafico 16). A enzima APX
apresentou correlagdo negativa com H202, sendo que o aumento da atividade
da APX tende a diminuir os niveis de H202 (Tabela 6, Grafico 16).
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Grafico 16. Estrutura e carga dos autovetores para as caracteristicas
correlacionadas das variaveis H202, MDA, CAT, APX, FLAV na folha e AST na
raiz no milho var. Airan sob estresse nutricional.

Os isolados nativos de Trichoderma spp. formaram quatro grupos (Grafico
17): o isolado EL2 e PO7 que compartilharam efeitos positivos e negativos nos
niveis de H202, tanto no CP1 quanto no CP2. O isolado PI3 foi posicionado
isoladamente, apresentando efeitos negativos no CP1 e positivos no CP2. O
isolado PMG6.3 foi posicionado isoladamente, apresentando efeitos negativos no
CP1 e CP2. O tratamento controle posicionou isoladamente apresentando
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maiores efeitos positivos tanto para o CP1 quanto para o CP2, justificando o

menor efeito nos niveis H202 e MDA.
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Grafico 17. Agrupamento dos isolados nativos de Trichoderma spp. e efeitos
positivos e negativos no CP1 e CP2 das variaveis H202, MDA, CAT, APX, FLAV
na folha e AST na raiz.

A concentracdo de MDA apresentou correlacdo positiva na analise dos
fatores H202 e GAs na folha, quem tendem a aumentar em conjunto, e correlagao
negativa com GAs na raiz, no qual o aumento de GAs na raiz tende a diminuir os
niveis de MDA (Tabela 6, Grafico 18).

Os isolados nativos formaram trés grupos nessas propriedades (Grafico
19): Os isolados P13 e PM6.3 compartilharam efeitos negativos no fator 1 (MDA)
e positivos no fator 2 (H202). O isolado EL2 foi posicionado isoladamente,
apresentando efeito positivo no fator 1 e negativo no fator 2. O isolado PO7 foi
posicionado isoladamente, apresentando maiores efeitos negativos tanto no
fator 1 quanto no fator 2. O tratamento controle posicionou isoladamente

apresentando efeito positivo no fator 1 quanto para o fator 2.
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Grafico 18. Estrutura e carga dos autovetores para as caracteristicas
correlacionadas a MDA, H202 e GA3 na folha e raiz no milho var. Airan sob

estresse nutricional.
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Grafico 19. Agrupamento dos isolados nativos de Trichoderma spp. e efeitos
positivos e negativos no CP1 e CP2 das variaveis MDA, H202, GA3 na folha e

raiz.
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Considerando que o estresse oxidativo foi causado pelo alto aumento nos
niveis de H202 e consequentemente aumento dos niveis de MDA, o isolado PI3
foi capaz de modular significativamente os niveis da atividade APX, CAT e GAs
na folha do milho, em comparagéao aos isolados EL2, PM6.3 e PO7 (Grafico 9 e
12; Figura 2).
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Grafico 2. Modulagao das variaveis bioquimicas dos componentes principais
(PC1 e PC2) nos niveis de H202 e MDA pelos isolados nativos de Trichoderma
spp. em interacdo com milho var. Airan sob estresse nutricional. Setas de cor
azul e vermelho=valor maior significativo; amarelo=valor médio n&o significativo
entre tratamento; verde=valor menor significativo.

Se olharmos para os graficos individuais das variaveis bioquimicas
explicadas pelo CP1 e CP2, nota-se que ocorre grandes e pequenas diferencas
significativas na modulagéo dos niveis bioquimicos do metabolismo antioxidante

(Gréfico 9) e hormonal entre os isolados (Graficos 10, 11 e 12) , e sugerimos que
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a complexidade dessas propriedades podem ter influenciado as respostas no
estresse oxidativo das plantas pelos isolados EL2, PM6.3 e PO7, devido ao efeito
de diafonia (crosstalk), ou seja, a sinalizagdo de um componente de uma via
bioquimica pode influenciar os componentes de outra via, causando um

problema de interferéncia de sinal indesejado em um sinal transmitido.

3.4 Discussio dos resultados

Os resultados obtidos em nosso estudo evidenciam que os isolados
nativos de Trichoderma spp. alteraram o CPR e razdo A/R das plantas de milho
e também modularam os niveis de AIA, GAs, flavonoides e agucares totais nas
folhas e raizes, afetando os niveis de H202 e enzimas antioxidantes SOD, CAT
e APX, que consequentemente alteraram os niveis de malondialdeido (MDA),
responsaveis pelo dano oxidativo gerado pelo déficit de nutrientes no solo.

E de conhecimento cientifico e atual que a interagéo do Trichoderma spp.
com plantas em condigdes de estresses abidticos, como déficit hidrico,
salinidade, deficiéncia de nutrientes, altas e baixas teperaturas, pode melhorar a
tolerancia ao estresse ambiental, por meio do aumento enddgeno de
fitohormbnios, enzimas antioxidantes e fitoalexinas nas plantas (Pedrero-
Méndez et al., 2021; Sood et al., 2020; Lépez-Bucio et al., 2015; Contreras-
Cornejo et al., 2014; Mastouri et al., 2012; Harman et al., 2004).

As mudancgas na plasticidade da arquitetura do sistema radicular sdo um
fenbmeno comum, que espécies de Trichoderma podem induzir em suas plantas
hospedeiras (Harman et al., 2004; Nieto-Jacobo et al., 2017; Contreras-Cornejo
et al., 2024) e os efeitos benéficos sdo aprimorados dependendo do estagio de
interagcdo e a produgdo de fitohbrmonios e metabdlitos secundarios, que
desempenham papéis importantes na modulacao das respostas fenotipicas da
raiz (Contreras-Cornejo et al., 2024).

A acdo do AIA aumenta em resposta a diminui¢ao da disponibilidade de
agua e deficiéncia de nutrientes minerais dos solos, promovendo o
desenvolvimento de um sistema radicular maior e consequentemente melhora
capacidade de absorgao de agua e nutrientes minerais em profundidade pelas

plantas (Kurepa e Smalle, 2022). As auxinas sao reguladas positivamente em
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condi¢des onde o crescimento vigoroso da parte aérea € potencialmente letal
para a planta, devido as condi¢gdes do ambiente (Kurepa et al., 2023).

As interagdes auxina/flavonoide concordam com o papel regulador
principal da auxina na formagao desenvolvimento das plantas e coordenam a
protecao contra o estresse no desenvolvimento da parte aérea e das raizes,
permitindo assim que as plantas ocupem as condi¢des desafiadoras e altamente
variaveis do ambiente terrestre (Kurepa et al., 2023).

Os flavonoides possui funcdo protetora do estresse abidtico e pode
distinguir entre sua fungao antioxidante e sua fungdo como moduladores da agao
hormonal (Kurepa et al., 2023). Através da sua biossintese regulada
ambientalmente e do controle do transporte e agdo das auxinas, os flavonoides
garantem uma regulacao ideal das auxinas para a adaptacdo ambiental das
plantas (Kurepa et al., 2023).

GAs desempenha um importante papel regulador neste processo, pois o
GAs suprime o acumulo de flavonoides, inibindo a sua via de biosssintese (Tan
etal., 2019). Esta acao inibitéria do GAs envolve a degradacdo acelerada das
proteinas DELLA que sdo mediadoras-chave de como as plantas inibem seu
crescimento em resposta a condigcbes de estresse elevado e isso inclui a
promog¢ao da biossintese de flavonoides (Achard et al., 2006; Hernandez-Garcia
etal., 2021). Nas raizes, este mecanismo dependente de DELLA e
provavelmente ajuda a ajustar o crescimento em resposta aos estresses
ambientais, com a indugao de flavondides proporcionando tolerancia ao estresse
oxidativo e controlando o transporte de auxina (Hetherington et al., 2021).

Quando o suprimento de GA da parte aérea até a raiz € inibido, uma
biossintese mecanismo de regulagéo é ativado para garantir a quantidade ideal
de GA para manter crescimento da raiz (Bidadi et al., 2010). O GA promove o
crescimento das raizes, aumentando o conteudo de AlA, reduzindo a sintese de
flavonoides, que inibem transporte polar de auxina (Tan et al., 2019).

No entanto, a relacdo entre GA e crescimento radicular ndo é sempre
direto e existem muitas espécies nas quais tém efeitos pouco expressivos,
neutros e negativos (Ramon et al., 2021; Fonouni-Farde et al., 2019). Contudo,
parece claro que o GA afeta a arquitetura e o desenvolvimento radicular, além
do comprimento da raiz e que o0s processos de desenvolvimento radicular sao

afetados pelo crosstalk entre GA e AlA (Castro-Camba et al., 2022).
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Em plantas angiospermas, o mecanismo de sinalizagdo modulado pelo
acido giberélico inclui uma cascata de eventos que se inicia quando as
concentragbes endogenas atingem o limite fisiolégico para ser percebido
(Harberd et al., 2009).

A interacdo com Trichoderma leva a modulacdo do transporte de
carboidratos em Arabidopsis pela expressao de genes SWEET, que codificam
transportadores de carboidratos em raizes colonizadas de A. thaliana (Rouina et
al., 2021). Analises protedmicas de plantas de milho revelaram que Trichoderma
pode alterar processos metabdlicos relacionados ao metabolismo de
carboidratos, e também melhorar a maquinaria fotossintética, que fornece a
planta mais energia e carbono para eventos metabdlicos subsequentes (Harman
et al., 2004; Shoresh e Harman, 2008).

Contreras-Cornejo et al (2024), relatou em recente revisdo, que as
caracteristicas moleculares, genéticas e bioquimicas moduladas por
Trichoderma em suas plantas hospedeiras sdo responsaveis por uma resposta
adaptativa a tolerancia e/ou resisténcia a multiplas das condigdes ambientais
prejudiciais.

Diferentes pesquisas tem sido desenvolvidas com Trichoderma spp. com
o0 objetivo de compreender o modo de agcdo do fungo em interagdo com
diferentes hospedeiros, sob presenca e auséncia de estresse abidticos, e
resultados similares aos obtidos neste estudo tem sido reportados.

Sofo et al (2011) analisaram os niveis de AIA em porta-enxertos de cereja
(Prunus cerasus x P. canescens) inoculados com Trichoderma spp. e verificaram
que o crescimento das raizes e de parte aérea aumentou em 76 e 61%,
respectivamente, o que se correlacionou com niveis de 49 e 40% mais elevados
de AlA tanto nas folhas como nas raizes.

Chowdappa et al (2013) estudando as propriedades fitoestimulantes de
Trichoderma spp. em tomateiro, relatou que a promog¢do do crescimento
dependia do acumulo de auxina na planta, sendo que o nivel AIA aumentou 45%
em raizes de mudas de tomate inoculadas com o isolado de Trichoderma spp.
OTPB3, quando comparadas as plantas controles ndo inoculados.

Kumar et al (2016) observaram variagdes nas respostas de nove espécies
de Trichoderma spp. solubilizadores de P e produtores de AlA, na promogao de

crescimento de milho em condigbes de estresse salino em casa de vegetagao.
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Dentre os isolados, T. harzianum aumentou significativamente os parametros de
comprimento da parte aérea e raiz, area foliar, e biomassa das plantas e foi
capaz de diminuir o acumulo de teor de malondialdeido (MDA), aliviando o dano
oxidativo do estresse salino no milho.

Zhao e Zhang (2015), investigou o crecimento e as alteragbes de AlA, GA
e ABA nas folhas de pepino sob estresse salino, inoculados com T. Asperellum
(produtor de AlA e solubilizador de P), e verificaram tanto na auséncia quanto na
presenca de estresse, aumento no comprimento da raizem 42,1 e 23% e massa
fresca em 56,3 e 45,2%, respectivamente, comparado com 0s grupos nao
inoculados. Os niveis de AIA e GA também aumentaram nas folhas em 62,7 e
69,6% e 55,6% e 23,%, respectivamente, na auséncia e presencga do estresse
salino.

Zhao et al (2020) avaliaram a capacidade de isolados de T. Asperellum
produtores de sideroforos e AlA, em promover o crescimento inicial de plantas
de Arabidopsis sob deficiéncia de ferro e verifiram o aumento no comprimento
da raiz em até 176% comparado ao controle, aliviando significamente os efeitos
inibitérios do estresse. Os autores sugeriram que os sideréforos produzidos por
T. asperellum aumentou o conteudo de AlA nas raizes, aumentando a conversao
de P disponivel para as plantas.

As enzimas antioxidantes-superoxido dismutase (SOD), peroxidase
(POD) e catalase (CAT) em mudas de trigo foram aumentaram 29, 39 e 19%,
respectivamente, com a aplicagéo de T. longibrachiatum sob estresse salino e a
expresséo relativa dos genes SOD, POD e CAT foram reguladas positivamente
(Zhang, Gan e Xu, 2016).

Isolados de Trichoderma induziram a formacdo e acumulo EROs que
atuaram como moléculas sinalizadoras, aumentando a germinagao de sementes
de pimenta e a correlacéo positiva foi encontrada entre as enzimas antioxidantes
peroxidase, SOD e CAT (Tan&i¢-Zivanov et al. 2020).

As respostas no crescimento inicial das plantas de milho var. Airan sob
déficit de nutrientes no solo em interacdo com os isolados nativos de
Trichoderma spp. foram induzidas pela modulagao dos niveis de flavonoides e
agucares totais, auxina e giberelina, nas quais alteraram os niveis de peréxido
de hidrogénio e enzimas antioxidantes, proporcionando maior adaptagcédo as

condi¢cdes do ambiente.
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3.5 Conclusoes

A alta capacidade de producdo de AlA e solubilizacdo de fosforo pelos
isolados nativos de Trichoderma spp. influenciaram diretamente o aumento do
comprimento das raizes e razado parte aérea das plantas de milho e também
afetaram o metabolismo hormonal e antioxidantes das plantas sob estresse.

A modulagao dos niveis de flavonoides, acucares soluveis totais, AlA,
GA3 e as enzimas antioxidantes CAT e APX foram as principais variaveis
responsaveis pela regulagcdo no crescimento e estresse oxidativo celular
causado pela deficiéncia de nutrientes no solo.

A complexidade no modo de agao de Trichoderma spp. na regulacéo do
crescimento das plantas frente as condigbes adversas do ambiente, reforca a
importancia do entendimento da interacdo Trichodermalplanta durante o
crescimento e desenvolvimento em condicdes de campo e seus efeitos na

produtividade das culturas.
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CAPITULO 4 - Respostas no crescimento e metabolismo bioquimico de
gendtipo de tomate selvagem cv. Micro-tom e mutante dgt

na interagao com Trichoderma sp. P13 produtor de AlA.

RESUMO - Isolados nativos de Trichoderma spp. tem demonstrado
grande capacidade de producdo de acido indolacético, o qual tem papel
importante no crescimento das plantas e desenvolvimento das plantas. A
interacao Trichoderma-AlA-planta pode trazer grandes mudangas no
crescimento e metabolismo das plantas, principalmente no sistema radicular,
podendo modificar a arquitetura e o desenvolvimento das raizes. No entanto, a
acao de isolados de Trichoderma spp. que possui alta habilidade de produgao
de AlA, pode provocar efeitos positivos, neutros e negativos, dependentes das
condicbes do ambiente, sendo assim seu papel ainda totalmente foi
estabelecido. O objetivo desse estudo foi verificar o efeito na promogéo ou
regulacao do crescimento de dois gendtipos de micro tomateiro, o cv. micro-tom
selvagem e o mutante diageotropica dgt, que possui sensibilidade a auxina, em
interagdo com o isolado nativo de Trichoderma sp. PI3, devido sua alta
capacidade de produgao de AlA in vitro (623,5 ug/mL-' AlIA). Foram avaliados
parametros de crescimento e o metabolismo bioquimico hormonal e antioxidante
dos dois gendtipos apos 60 dias de interagdo. O isolado PI3 promoveu efeito
neutro no crescimento dos dois gendtipos, porém foi observado notério
desenvolvimento de raizes adventicias e pelos radiculares nas plantas
inoculadas em comparagao aos tratamentos controle. O isolado PI3 alterou o
metabolismo bioquimico das plantas, promovendo um balang¢o nos niveis de AlA,
GAzs, flavonoides entre parte aérea e raizes, bem como a concentracédo de H202,
atividade da enzima SOD, APX e teores de proteinas e agucares soluveis totais
na parte aérea das plantas, atenuando o estresse oxidativo das plantas.

Palavras-chave: micro-tomate, Hypocrea, auxina, giberelina, flavonoides.

4.1 Introdugao

A auxina é o fitohorménio mais estudado quanto a promocédo de
crescimento promovida por espécies de Trichoderma spp., sendo capaz de
estimular o transporte e sinalizacdo de AlA nas plantas, resultando na promog¢ao
do crescimento (Contreras-Cornejo et al.,, 2009). No entanto, o excessivo
acumulo de auxinas induzida por Trichoderma pode levar a inibicdo de
crescimento da raiz e o desenvolvimento das plantas (Contreras-Cornejo et al.,
2009; Nieto-Jacobo et al., 2017).
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Contreras-Cornejo et al (2009) estudando os efeitos de AIA e derivados
(acido indoladeido e acido inodoletanol) produzidos por Trichoderma virens, no
mutante de Arabidopsis axr1-3 (mutante em genes de transporte e sinalizagao
auxina), apresentaram respostas negativas no crescimento. No entanto, a
percepcdo de AIA e seus derivados, pelas pontas das raizes, induziram
alteracdes no marcador responsivo a auxina DR5:GUS, descobrindo que seus
efeitos estavam correlacionados com aumentos na proliferacdo celular e na
formacao de raizes laterais (Contreras-Cornejo et al., 2009).

Recentes pesquisas, sem a interagdo com microrganismos,
demonstraram que a auxina pode regular positivamente a biossintese de
flavonoides em baixas concentragdes, limitando sua agédo negativa na formagao
do sistema radicular e protegendo a raiz do acumulo excessivo de EROs,
promovendo o surgimento de raizes laterais, (Chapman e Muday, 2021; Kurepa
et al., 2023).

Adicionalmente, o fitohérmonio acido giberelico (GAs) promove a
regulacédo de processos-chave em plantas, como germinagao de sementes,
alongamento de raizes e brotos, floragdo e formagao de frutos (Eriksson et al.,
2006). O acumulo de GAs produzido por T. harzianum em combinagdo com AIA
aumentou o efeito de promog¢ao do crescimento em planta e a producao de GA
pelo isolado foi positivamente correlacionada com a sintese de AIA (Jaroszuk-
Sciset et al., 2019).

Experimentos com microrganismos e plantas mutantes de auxina s&o
necessarios para esclarecer, se a extensao dos efeitos que provocam respostas
bioquimicas da auxina/giberelina/flavonoides/EROs nas plantas sao
semelhantes apds contato ou colonizagdo com microrganismos benéficos, as
quais ainda ndo sdo definidas (Sukuman et al., 2013; Wang et al., 2022).

O micro tomateiro mutante diageotrépico (dgt) € caracterizado como uma
planta ana, com crescimento em posi¢ao horizontal do caule e raizes e sao
insensiveis a auxina, afetando processos como crescimento e expressao de
genes de resposta ao AlA (Christina e Luthen, 2000; Nebenfuhr et al., 2000). O
defeito do mutante dgt esta associado com eventos primarios na agéo da auxina,
como dominancia apical reduzida e auséncia de ramificagdo lateral de raizes

primarias e adventicias (Coenen e Lomax, 1998).
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O objetivo desse estudo foi verificar a agdo do isolado nativo de
Trichoderma spp. P13, produtor de alta concentracdo de AIA, na interacdo com
plantas de tomateiro cv. micro-tom e mutante dgt, quanto as respostas no

crescimento e metabolismo hormonal e antioxidante das plantas.

4.2 Material e métodos

4.2 1 Isolado nativo de Trichoderma spp. PI3

O isolado PI3 nativo de Trichoderma spp. foi utilizado no ensaio devido a

alta capacidade produgao de AlA in vitro (623,5 pg/mL" AlA).

4.2.2 Plantas de tomate micro-tom e dgt

Foram utilizados gendtipos de micro-tomateiro cv. microton (M) que
contém a presenca do gene Dwarf, que confere o porte ando as plantas
(Carvalho et al., 2011) e o gendtipo de tomate mutante Diageotropica (dgt) que
possui baixa sensibilidade a auxina devido a perda de capacidade de biossintese
da proteina ciclofilina (Kelly e Bradford, 1986).

4.2.3 Ensaio de crescimento inicial em tomate micro-tom e mutante dgt

As sementes dos gendtipos de tomate microton e dgt foram semeadas em
bandejas contendo substrato e aos 21 dias apds o semeio, as plantulas foram
transplantadas para vasos de 0,4 L, contendo substrato comercial. Apés sete
dias do transplante, foi realizado a aplicagao via drench da solugao de esporos
do isolado PI3, na concentragdo de 2,3. 107 esporos/ml, em um volume de calda
de 5 ml/vaso-planta.

Os vasos foram mantidos por 60 dias em bancada luminosa com
fotoperiodo de 12h luz/12h escuro, em condigdes de laboratorio com
temperatura média de 24° C e foram a cada 15 dias fertirrigadas com solugao de

hoagland com micronutrientes.
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O experimento foi montando em delineamento experimental inteiramente
casualizado, contendo quatro tratamentos e 15 repeticdes (Tabela 1). Foram
utilizadas para avalicdo do crescimento das plantas cinco plantas e 10 para as

analises bioquimicas.

Tabela 1. Descri¢cao dos tratamentos do ensaio de promog¢ao de crescimento em
tomate microton e mutante Dgt, pelo isolado de Trichoderma sp. PI3 produtor de
AlA.

Volume p/ vaso-

Tratamento Descrigao []1esporos /Iml Aplicagao
planta(ml)
1 Micro-tom controle - - -
2 Micro-tom + PI3 2,3. 107 Drench 5
3 Dgt Controle -
4 Dgt + PI3 2,3. 107 Drench 5

4.2.4 Analises de crescimento das plantas de tomate micro-tom e dgt

Os parametros de crescimento analisados foram comprimento de parte
aérea (CPA), comprimento de raizes (CPR), massa seca de parte aerea (MSA),
massa de raizes (MSR) e razao parte aérealraiz (A/R).

A avaliagdo do CPA e CPR foi realizada com auxilio de régua milimetrada
(cm), medindo a altura das plantas a partir do colo até o meristema apical das
plantas de tomate e o comprimento das raizes foi avaliado apos a retirada do
solo dos vasos, seguida de lavagem em agua corrente.

A avaliagcdo da MSA e MSR das plantas de tomate, foram realizadas
utilizando balanga analitica (g), apos a secagem em estufa com circulagdo de ar,
a temperatura de 60°C, durante 48 horas. A razdo A/R foi obtido pela divisdo do
valor da MSA pela MSR.

3.2.5 Analises do metabolismo oxidante e antioxidante

3.2.5.1 Teores de H202 e MDA

Para a quantificacdo de perdxido de hidrogénio (H202) e peroxidagao
lipidica (MDA - malondialdeido), 1 g de tecido vegetal foi macerado em nitrogénio
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liqguido e extraido em 10 mL solugédo TCA (&cido tricloroacético) 0,1%. O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 min a 4 °C, e o
sobrenadante utilizado para as analises.

Na quantificagdo de H202, 200 uL do sobrenadante foi adicionado 200 pL
de solugao de 0,1 M de tampao fosfato de potassio (pH 7,5) e 800 uL de solugéo
1 M iodeto de potassio. Essa solugéo foi incubada em gelo por 1 h. A leitura foi
realizada em comprimento de onda de 390 nm e ajustada com a curva padréo
de calibragéo de H202 (Grafico 1). A quantidade de H20:2 foi expressa em umol
g de massa fresca (Alexieva et al., 2001).

Para a quantificacdo de MDA, 200 pL do sobrenadante foi adicionado 1
mL de 0,5% TBA (acido tiobarbiturico) em 20% TCA. Essa soluc¢é&o foi incubada
a 95 °C por 30 min, e a reacgao foi interrompida com banho de gelo. As
absorbancias foram de 535 nm e 600 nm, o resultado foi expresso em nmol g

de massa fresca (Heath; Packer, 1968).

0,6
y =0,0085x+0,0128
0,5 R*>=10,9963

0,4

0,3

Abs (390 nm)

0,2

0,1

0 20 40 60 80

H,0, (umol g'! massa fresca)
Grafico 1. Curva de calibragdo de peroxido de hidrogénio (H202).

3.2.5.2 Teores de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX)

A determinagc&o do metabolismo antioxidante foi realizada analisando os
componentes: atividade da superoxido dismutase (SOD, EC:1.15.1.1), catalase
(CAT, EC:1.11.1.6) e ascorbato peroxidase (APX, EC:1.11.1.11). Para a

extragao 1 g de material vegetal foi macerado em nitrogénio liquido e adicionado
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8 mL de Tampao Fosfato de Potassio 0,1 M pH 7,5. O homogeneizado foi
centrifugado a 10.000 rpm por 30 min a 4 °C, e o sobrenadante utilizado para as
analises.

A atividade de SOD foi determinada utilizando a metodologia adaptada de
Giannopolitis e Ries (1977). O teste foi exposto a luz por 20 minutos em
temperatura ambiente, e as amostras foram lidas em espectrofotdbmetro com 560
nm. A atividade da CAT foi determinada pela degradagdo do H202, sob a
referéncia da leitura em espectrofotometro 240 nm (absorbancia) (Azevedo et
al., 1998). A atividade APX foi avaliada pelo teste da avaliagdo temporal da
atividade da enzima, com leitura em espectrometro a 290 nm (Moldes et al.,
2008). Todas as enzimas antioxidantes foram calculadas com base na

concentracao de proteina.

3.2.6 Teores de proteinas totais

Para extracdo de proteinas, 1 g de folhas frescas foram moidas com
nitrogénio liquido e logo apds extraido em tampéo fosfato de potassio 0,1 M pH
7,5. Os teores de proteinas totais foram determinados de acordo com Bradford
(1976), 10 pL de extrato foi adicionado em 1 mL do reagente Bradford, apds 5
minutos foi feito a leitura em espectrofotdbmetro a 595nm. Para a curva foi

utilizado a albumina de soro bovina (Gréfico 2).
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Grafico 2. Curva de calibracdo da concentracédo de proteina albumina de soro
bovina.

3.2.7 Acgucares soluveis totais

Para determinar os AST, 1 g de folhas frescas e raizes foram macerados
e adicionados a tubos Falcon contendo 10 mL de solugdgo MCA (60% v/v
metanol, 25% v/v cloroférmio e 15 % v/v agua). Apds 48 h, 4 mL do sobrenadante
foram coletados e transferidos para outro tubo Falcon e foram adicionados 1 mL
de cloroformio e 1,5 mL de agua deionizada. Para quantificacdo de AST foi
utilizado o método fenol-sulfurico de acordo com a metodologia de Dubois et al

(1956), utilizado a glicose como padrao (Grafico 3).
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Grafico 3. Curva padrao de calibragdo de aglcares totais (6 mg mL™" glicose).

4.2.8 Analise de flavonoides totais, AlA e GAs3

Foram quantificados os teores de flavonoides totais e fitohorménios (AIA

e GAs) nas folhas e raizes dos genaotipos de tomate micro-tom e dgt.

4.2.8.1 Teores de flavonoides totais

Para extragdo dos flavonoides, 1 g de folhas frescas e 1,5 g de raizes
foram extraido em etanol absoluto. As amostras foram incubadas em banho-
maria a 60 °C por 2 h. Para a determinacao de flavonoides totais utilizou-se
NaNO2 5%, AICIz 10%, e NaOH (1 M) de acordo com Yao et al (2013), utilizando-

se rutina como padrao (Graficos 4).
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Grafico 4. Curva padrao de calibragcao de flavonoide totais utilizando rutina
(Folhas e raiz)

4.2.8.2 Quantificagao de AlIA e GAs

Para quantificagdo de acido indolacético (AlA) e acido giberélico (GAs), 1
g de folhas e 1,5 g de raizes foram extraidas usando tampéao fosfato 0,06 M (pH
7,4). Os extratos vegetais foram homogeneizados e centrifugados a 10.000 x g
por 30 min a 4 °C. A quantificacdo de AIA foi determinada utilizando a solucao
Salkowisk de acordo com Gordon e Weber (1971), utilizando AIA como padréo
(Grafico 5). A determinagdo de GAs foi realizada utilizando HCI (3,75 M) de

acordo com Graham e Thomas (1961), utilizando GAs como padrao (Grafico 5).
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Graficos 5. Curva padrao de calibragdo da concentragdo de AIA yg mL' massa
fresca (folha e raiz) — 0,012 g AIA em 250 mL de agua (48 yg mL") e GAz (mg g
" massa fresca) — 0,012 g GAs em 10 mL de etanol 98 (1,2 mg mL™").

4.2.9 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram processados utilizando software Minitab para
verificagdo de outlier e teste de normalidade Anderson Darling. Os dados de
crescimento do gendtipo mutante dgt para o parametro de razao parte aérea/raiz
(A/R) foram transformados utilizando Log x. Foram realizadas as analises de
variancia das médias (ANOVA) pelo teste de Tukey (p<0,05) para todas as
variaveis tanto de crescimento, quanto para as analises bioquimicas, utilizando

o software Sisvar. Os valores médios de cada tratamento (controle e isolados)
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foram utilizados para analise multivariada de componentes principais (ACP)
utilizando software Minitab. Os coeficientes de correlacdo de Pearson foram
determinados para as variaveis dos CP1 e CP2 em conjunto (p<0,05), utilizando

o software Sigma Plot.

4.3 Resultados

4.3.1 Efeitos no crescimento inicial de plantas de tomate micro-tom e dgt

Os resultados no crescimento inicial dos tomates micro-tom e dgt pelo
isolado nativo de Trichoderma sp. PI3 nao apresentaram diferencas estatisticas
significativas pelo teste de Tukey (p<0,05) em todos os parametros de
crescimento avaliados (CPA, CPR, MAS, MSR e A/R) e o efeitos observados

foram neutros quanto a promogéao do crescimento (Tabela 2).

Tabela 2. Comprimento da parte aérea (CPA) e de raizes (CPR), massa seca de
parte aérea (MSA) e de raizes (MSR) e razdo parte aérea/raiz (A/R) de plantas
de tomate micro-tom e dgt aos 60 dias apds tratamento via drench, com isolado
P13 nativo de Trichoderma spp. Letras iguais nao diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0,0,5). Valores nao transformados em parantéses.

Tratamento CPA CPR MAS MSR AR

- (cm) (9)
T1-M 11,7a 472a 052a 0,13a 4,09a
T2-M+PI3  13,1a 418a 053a 0,13a 4,12a
CV% 10,55 11,71 39,69 24,89 25,06
p<0,05 0,166 0,177 0,932 0,852 0,963
T3-dgt 74a 83a 022a 0,026a (9,63)0,90a
T4-dgt+PI3 82a 7,9a 0,23a 0,028a (9,75)0,85a
CV% 11,8 22,75 49,84 21,91 3485
p<0,05 0,2303 0,735 0,958 0,621 0,809

Contudo, foi possivel observar maior desenvolvimento de raizes laterais
e adventicias nos dois gendtipos inoculados com o isolado PI3 (T2-M+PI13 e T4-
dgt+PI13), em comparagao ao controle ndo inoculado (T1-M e T3-dgt) (Figura 1).
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T2 - M-PI3

T4 - Dgt-PI3

Figura 1. Plantas de tomate cv. Microton (T1-M e T2-M-PI3) e mutante
diageotrdpica dgt (T3-dgt e T4-dgt-PI13) aos 60 dias apds aplicagdo via drench
com o isolado nativo de Trichoderma spp. PI3.

4.3.2 Teor de peroxido de hidrogénio (H202) e dano oxidativo (MDA)

O efeito nos teores de H202 e MDA no tomate cv. micro-tom apresentaram
diferencgas estatisticas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05). O isolado PI3
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aumentou a concentragdo de H202 em 51% e diminuiu a concentragao de MDA
em 27% com comparagao ao tratamento controle (Grafico 6).

No gendtipo mutante dgt ndo houve significancia estatistica pelo teste de
Tukey (p<0,05) na concentragdo de MDA nas plantas, ndao apresentando
diferengas entre o T3-dgt e T4-dgt+PI3, mas para a concentragdo de H202,
houve diferenca estatistica significativa e a interacdo com P13 aumentou em 18%
comparado ao tratamento controle T1-dgt (Grafico 6).
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Grafico 6. Teor de perdxido de hidrogénio (H202) e malondialdeido (MDA) em
folhas de tomate cv. micro-tom e mutante dgt aos 60 dias de interagdo com o
isolado PI3 nativo de Trichoderma sp. Barras com letras diferentes diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Considerando as condicdes de ambiente em laboratério, o isolado P13 foi
capaz de atenuar o estresse oxidativo, diminuindo os danos causados pela

peroxidagao lipidica das células no cv. micro-tom.

4.3.3 Efeito no metabolismo antioxidante (SOD, CAT e APX)

A atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX no tomate cv.
micro-tom apresentaram diferengas estatisticas significativas pelo teste de
Tukey (p<0,05).

A atividade da enzima SOD, CAT e APX diminuiram em 32, 25 e 64% com
a interagao do PI3 em comparagao ao tratamento controle (Grafico 7).

No tomate mutante dgt a atividade da SOD, CAT apresentaram diferengas
estatisticas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05), exceto para enzima APX
que nao houve significancia estatistica. A interagdo com o P13 diminuiu em 20%
a concentragcédo de SOD e aumentou em 31% a concentragcdo de CAT nas folhas
(Gréafico 7).
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(SOD), catalase (CAT), ascobarto peroxidase (APX) em folhas de tomate cv.
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micro-tom e mutante dgt em interacédo com isolado PI3 nativos de Trichoderma
sp. Barras com letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).

4.3.4 Efeito no teor de proteinas e agucares sollveis totais

O teor de PROT e AST totais nas folhas do tomate cv. micro-tom e
mutante dgt apresentaram diferencas estatisticas significativas pelo teste de
Tukey (p<0,05) entre os tratamentos T1-M e T2-M+PI3 e T3-dgt e T4-dgt+PI3.

A interacdo com o isolado PI3 aumentou 57 e 7% os teores de PROT e
AST nas folhas respectivamente no cv. micro-tom em comparagao ao tratamento
controle T1-M e no gendtipo mutante dgt houve aumento de 26 e 5% nos teores
de PROT e AST respectivamente, comparado ao tratamento controle T3-dgt
(Gréafico 8).
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Grafico 8. Concentracao de proteinas totais (PROT) e agucares soluveis totais
(AST) em folhas de tomate cv. micro-tom e mutante dgt em interagdo com o
isolado nativo PI3 de Trichoderma sp. Barras com letras diferentes diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.3.5 Efeito no teor de flavonoides totais, AIA e GA3 em folhas e raizes do

tomate micro-tom e dgt

O teor de FLAV nas folhas do gendtipo de tomate micro-tom apresentou
diferengas estatistica significativas pelo teste de Tukey (p<0,05), exceto para o
teor de FLAV na raiz. O isolado P13, diminuiu o teor de FLAV na folha 15% em
comparagado ao controle T1-M (Grafico 9). De maneira inversa, no genotipo
mutante dgt o teor de FLAV nas folhas n&o apresentou significancia estatistica

pelo teste de Tukey (p<0,05), porém nas raizes houve diferenga estatistica
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significativa e o isolado PI3 aumentou em 175% o teor de FLAV em comparagéao

ao tratamento controle T3-dgt (Grafico 9).
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Grafico 9. Concentracdo de flavonoides totais (FLAV) em folhas e raizes de
genotipos de tomate micro-tom e dgt em interagdo com o isolado PI3 nativo de
Trichoderma spp. Letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).

A concentragéo de AlA nas folhas e raizes dos gendétipos de tomate micro-
tom e mutante dgt apresentaram diferengas estatisticas significativas pelo teste
de Tukey (p<0,05) com a interacdo do isolado PI3 em comparagado aos
tratamentos controle M e dgt.  Os tratamentos T2-M+PI3 e T4-dgt+PI3
reduziram os niveis de AIA nas folhas em 36% e 9% e aumentaram em 55 e 53%
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em comparagdo aos tratamentos controle T1-M e T3-dgt, respectivamente
(Grafico 10).
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Grafico 10. Concentracdo de AIA em folhas e raizes de gendtipos de tomate
micro-tom e dgt em interagdo com o isolado PI3 nativo de Trichoderma sp. Letras
diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

A concentracdo de GAs nas folhas e raizes dos gendtipos de tomate
micro-tom e dgt apresentaram diferencas estatisticas significativas pelo teste de
Tukey (p<0,05) e o isolado PI3 alterou da mesma maneira que a concentragao

de AIA em comparagao aos tratamentos controle de ambos genétipos.
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Os tratamentos T2-M+PI3 e T4-dgt-PI3 reduziram os niveis de GA nas

folhas em 24% e 10% e nas raizes aumentaram em 82 e 86% em comparagao

aos tratamentos controle T1-M e T3-dgt, respectivamente (Grafico 11).
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Grafico 11. Concentragdo de Giberelina (GAs) em folhas e raizes de gendtipos
de tomate micro-tom e dgt em interagao com o isolado P13 nativo de Trichoderma
sp. Letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Em resumo, a interagdo do isolado PI3 com os gendtipos de tomate cv.

micro-tom e dgt aumentou os teores de H202, PROT e AST nas folhas e AlA e

GAs3 nas raizes; e diminuiu o teor da enzima SOD, AIA e GAs nas folhas, em

comparagao com os tratamentos controle de ambos gendtipos.
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A atividade das enzimas antioxidantes CAT e APX e teor de flavonoides
totais foi modulada diferencialmente para os dois genoétipos de tomate. A
atividade da enzima CAT no tomate cv. micro-tom diminuiu e no mutante dgt
aumentou na interacao com o isolado PI3 e a enzima APX diminuiu no cv. micro-
tom e no mutante dgt ndo houve diferenga significativa, comparado ao
tratamento controle. O teor de FLAV totais nas folhas diminuiu no cv. micro-tom
e no mutante dgt n&o houve diferenga significativa, comparado com o tratamento
controle na interagcdo com PI3. Nas raizes a interagdo com PI3 ndao houve
diferenga significativa no teor de FLAV no cv. micro-tom e no mutante dgt
aumentou em comparagao aos tratamentos controle.

O isolado PI3 reduziu os niveis de MDA no cv. micro-tom e nao
apresentou diferencgas significativas no mutante dgt comparado ao tratamento

controle, nas condi¢gdes de ambiente de crescimento das plantas.

4.4. Analise de componentes principais (ACP)

Os parametros bioquimicos das plantas de tomate cv. micro-tom e
mutante dgt foram analisados em conjunto com os tratamentos controle (T1-M e
T3-dgt) e na interagdo com o isolado PI3 (T2-M+PI3 e T4-dgt+PI3).

De acordo com a ACP, os primeiros trés componentes explicados foram
superiores ao autovalor 1, considerando o critério ou teste de Kaiser-Meyer-Olkin
(KMO), indica a proporgéo da variancia dos dados que pode ser considerada
comum a todas as variaveis. Esses trés componentes explicaram 100% da
variancia total (1,00), enquanto o CP1 representa aproximadamente 55,4%
(0,554) e o CP2 33,9% (0,339) da variagdo, acumulando 89,3% (0,893) da
variancia total dos dados (Tabela 3).
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Tabela 3. Pontuagdes dos CP para as caracteristicas bioquimicas analisadas dos gendétipos de tomates cv. micro-tom e mutante
dagt.

Matrix de correlagdo da autoanalise
CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8 CP9 CP10 CP11 CP12 CP13

Autovalores 7,201 4,4111 1,388 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Proporcao 0,554 0,339 0,107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Acumulado 0,554 0,893 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Variaveis CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8 CP9 CP10 CP11 CP12 CP13
MDA -0,188 0,39 -0,23 0,197 0,327 0,007 -0,407 -0,327 0,476 0,061 0,228 0,215 0,112
H20:2 0,242 -0,361 -0,054 -0,119 -0,054 -0,053 0,287 -0,216 0,245 0,641 0,158 0,129 0,383
SOD -0,372 -0,01 -0,054 -0,495 0,081 0,342 -0,062 -0439 -0,35 0,005 -0,316 0,167 0,21
CAT -0,289 -0,269 -0,239 0,082 0,025 -0,006 0438 -0,22 0,081 -0,528 0,409 -0,21 0,206
APX -0,347 0,036 -0,304 0,336 -0,424 0,069 0,037 -0,259 -0,123 0,403 -0,025 -0,292 -0,397
PROT 0,369 0,039 -0,098 0,051 -0,025 -0,618 0,002 -0,551 -0,275 -0,177 -0,109 0,167 -0,133
AST 0,007 -0,462 -0,207 -0,017 -0,364 -0,121 -0,648 0,058 0,118 -0,165 -0,138 -0,165 0,291
FLAV F -0,353 -0,055 -0,257 -0,116 0,429 -0,508 -0,074 0,341 -0,339 0,271 0,117 -0,132 0,096
FLAV R 0,194 0,062 -0,717 0,12 0,082 0,431 0,255 0,24 0,094 -0,086 -0,477 0,189 0,063
AIAF -0,229 0,374 -0,078 -0,455 -0,556 -0,324 0,144 0,183 0,232 -0,052 0,099 0,243 0,032
AIAR 0,327 0,2 -0,199 -0,507 0,142 0,053 -0,038 -0,119 0,188 0,019 0,036 -0,676 -0,155
GAF 0,036 0,466 0,155 0,295 -0,141 -0,06 0,089 -0,026 -0,173 0,034 -0,182 -0,357 0,669

GAR 0,325 0,16 -0,299 -0,03 -0,173 0,303 -0,182 0,099 -0,487 0,014 0,582 0,17 0,094
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Considerando o impacto das caracteristicas testadas nos principais
componentes, o efeito com maiores cargas positiva no CP1 (>0,194) foi
observado para concentragdao de H202, teor de PROT e FLAV na raiz e
concentracéo de AlA e GAs na raiz; e os efeitos com maiores cargas negativa (>
-0,188) para concentracao de MDA, atividade da enzima SOD, CAT e APX, teor
de FLAV na folha e concentrac&o de AlA na folha (Tabela 3, Grafico 12).

No CP2, o efeito com maior carga positiva (>0,374) foi observado para a
concentracdo de MDA, AIA e GAs na folha (Tabela 3, Grafico 12). Maior carga
negativa (> -0,269) no CP2 foi observado para concentragcdo de H202, atividade
da enzima CAT e teor de AST na folha (Tabela 3, Grafico 12). Como essas
caracteristicas afetaram principalmente os dois primeiros componentes, essas

também afetaram a distribuicdo dos tratamentos.
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Grafico 12. Estrutura e carga dos autovetores para todas as caracteristicas
bioquimicas analisadas dos genadtipos de tomate cv. micro-tom e mutante dgt.

Os tratamentos T3-dgt e T4-dgt+PI3 formaram um grupo que
compartilham positivamente das mesmas propriedades com maiores efeitos
positivos no CP1 e CP2 (Grafico 13). O tratamento T2-M+PI3 foi posicionado
isoladamente, apresentando efeitos positivos no CP1 e negativos no CP2
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(Gréfico 13). O tratamento T1-M foi posicionado isoladamente com maior efeito

negativo no CP1 e menor efeito positivo no CP2 (Grafico 13).
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Grafico 13. Agrupamento dos tratamentos nos gendtipos de tomate cv. micro-
tom e mutante dgt e efeitos positivos e negativos no CP1 e CP2.

A correlacao de Pearson entre as variaveis bioquimica apresentaram
diferencgas estatisticas significativas (p<0,05) para 51 interagées, sendo dividida
em trés grupos: maiores coeficientes de correlagcao acima de 70% (>0,7), média
correlagao entre 50 e 69% (0,5 a 0,69) e menor correlagao abaixo de 50% (< 0,5)
(Tabela 4).



Tabela 4. Correlagbes de Pearson entre as variaveis bioquimicas dos tomates cv. micro-tom e mutante dgt.

MDA
H202
SOoD
CAT
APX
PROT
AST
FLAV F
FLAV R
AIAF
AIAR
GAF
GAR

H202  SOD CAT APX PROT AST FLAVF FLAVR AIAF  AIAR GAF  GAR

-0,8870* 0,4850* 0,0210 0,5230* -0,4160* -0,4140* 0,3970*  0,0702  0,9180* -0,0368 0,6610* -0,0665
- -0,5850* -0,0546 -0,5390* 0,5560* 0,4620* -0,4860*  0,2950  -0,9740* 0,2610 -0,6720* 0,3320*
- - 0,8030* 0,8630* -0,9630* 0,1020  0,8020* -0,4310* 0,5330* -0,7940* -0,1230 -0,7850*
- - - 0,7250* -0,7750* 0,4190* 0,7960* -0,2250  0,0455 -0,8150* -0,6500* -0,7360*
- - - - -0,8140*  0,1290  0,7510*  -0,1490  0,5290* -0,5740* -0,0664 -0,5520*
- - - - - -0,0796 -0,7680*  0,5800* -0,4750* 0,8670* 0,1570  0,8700*
- - - - - - 0,1040  0,1310  -0,4720* -0,2240 -0,6000* -0,1280
- - - - - - - -0,2180  0,5100* -0,7800* -0,2400 -0,7370*
- - - - - - - - -0,1390  0,6830* 0,0240  0,7690*
- - - - - - - - - -0,1820  0,6800* -0,2370
- - - - - - - - - - 0,4490  0,9860*
- - - - - - - - - - - 0,3440*

Valores de coeficiente de correlacdo em
significativos estatisticamente (p<0,05);
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verde (>0,7); azul (entre 0,5 e 0,69) e vermelho (<0,5). Valores com asterisco* s&o
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Considerando os principais efeitos no CP1 (MDA), houve correlagao positiva
significativa para a atividade da enzima SOD e APX, teor de FLAV na folha e
concentracdo de AIA e GAs na folha, indicando que essas variaveis tendem a
aumentar em conjunto (Tabela 4). Essas variaveis (SOD, APX, FLAV, AIA e GAs na
folha) explicam a influéncia no aumento do MDA no tratamento T1-M em comparagéo
ao T2-M+PI3 (Tabela 4; Grafico 7, 9, 10, 11; Figura 2).

Por outro lado, os niveis de MDA com a concentracido de H202, teor de PROT
e AST na folha apresentaram correlagdo negativa, indicando que uma variavel tende
a diminuir enquanto a outra aumenta (Tabela 4). De maneira oposta os principais
efeitos no CP2 (H202) foram observados pela correlagdo positiva com o teor de PROT
e AST nas folhas e GAs nas raizes, indicando que esses pares tendem a aumentar
em conjunto, mostrando que a modulagao dos niveis dessas variaveis pelo isolado
PI3 (T2-M+PI3) influenciou significativamente para o aumento da concentragcéo de
H20:2 e a diminui¢ao da concentracdo de MDA em comparacéo ao tratamento controle
T1-M (Tabela 4, Grafico 6, 8, 11; Figura 2).
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Figura 2. Modulagdo das variaveis bioquimicas dos componentes principais (PC1 e
PC2) na concentragao de H202 e MDA pelo isolado PI3 nativo de Trichoderma sp. em
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interacdo tomate cv. micro-tom. Seta de cor vermelha=efeito negativo significativo;
verde= efeito positivo significativo; amarelo=valor menor significativo; azul=valor maior
significativo; Sinal igual cor cinza=nao significativo.

Os mesmos efeitos foram observados no gendétipo de tomate mutante dgt,
porém nao houve diferenga na concentracdo de MDA entre o T3-dgt e T4-dgt+PI3,
provavelmente devido a atividade da enzima APX e o teor de FLAV nas folhas, que

nao apresentaram diferengas significativas entre os tratamentos (Figura 3).
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Figura 3. Modulagao das variaveis bioquimicas dos componentes principais (PC1 e
PC2) na concentragao de H202 e MDA pelo isolado PI3 nativo de Trichoderma sp. em
interacdo com tomate mutante dgt. Sinal igual cor cinza=nao significativo; seta de cor
amarelo=valor menor significativo; azul=valor maior significativo.

Como dito anteriormente, foi observado maior desenvolvimento de raizes
adventicias e secundarias nos tratamentos com o isolado PI3 (T2-M+PI3 e T4-
dgt+P13) em comparagcdo com os tratamentos controle T1-M e T2-dgt; e de acordo
com ACP houve correlagdo significativa dos niveis de FLAV, AlA e GAs nas raizes do
cv. micro-tom e AlA e GAs nas raizes do mutante dgt (Figura 2 e 3). Essa relagao e
modulagao principalmente de AIA e GAs nas raizes pelo isolado PI3 de ambos
gendtipos pode ter influenciado no maior desenvolvimento das raizes adventicias e

pelos radiculares.
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4.5 Discussao dos resultados

Os efeitos na promogao do crescimento dos gendtipos de tomate micro-tom e
mutante dgt pelo isolado PI3 foram neutros e ndo apresentaram aumento ou redugao
nos parametros de crescimento. Sandri et al (2024), investigou a promogédo de
crescimento em tomates cv micro-tom pela inoculagdo de sete isolados de
Trichoderma spp. (os autores ndo avaliaram a capacidade de produgéao de AlA por
esses isolados) via sementes e no solo, revelando resultados muito contrastantes. A
inoculacao dos isolados de Trichoderma via sementes ndo apresentaram diferencas
na taxa de germinagcdo das sementes de tomate micro-tom em comparagdo ao
tratamento controle. No entanto, quando inoculados via solo, trés isolados
apresentaram efeitos negativos e um isolado apresentou efeitos positivos no massa
seca da parte aérea e raizes do tomate micro-tom (Sandri et al., 2024).

Tucci et al (2011), observaram que T. atroviride e T. harzianum (os autores
também n&o avaliaram a capacidade de producdo de AIA por esses isolados)
modificou a arquitetura radicular de gendtipos de tomateiro de forma diferencial e na
maioria dos casos o comprimento da raiz nao foi afetado, porém o desenvolvimento
das raizes laterais foram estimulados.

Contreras-Cornejo et al (2009), avaliaram os efeitos da inoculagao de T. Virens
(isolado com alta capacidade de produgao de AIA) no crescimento de plantulas
selvagens de Arabidopsis e mutantes DR5:uidA, defeituosos no transporte de auxina
(aux1-7, doc1 e eir1) ou resposta de auxina (axr1-3). Todos os quatro mutantes
mostraram diminuicdo ou respostas neutras/nulas na promocgao do crescimento por T.
virens. No entanto, os autores demonstraram que a inoculagao de T. vires aumentou
a expressao do gene GUS regulador de AIA nos mutantes de Arabidospsis, que
acumularam AIA e derivados nas pontas das raizes, aumentando a proliferagao
celular e a formacéao de raizes laterais.

A influéncia da inoculagdo com Trichoderma spp. na arquitetura radicular foi
investigado em meio de cultura por Nieto-Jacobo et al (2017) e observaram que na
auséncia de Trichoderma spp., plantulas de Arabidopsis produziram longas raizes
primarias com poucas raizes secundarias e, consequentemente, exibiam baixa

densidade radicular; e quando as placas foram inoculadas com Trichoderma spp. 0
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comprimento da raiz primaria diminuiu de 13 a 25% e o numero de raizes secundarias
aumentou de 64 a 90%.

Em nossos resultados com o isolado P13, ndo quantificamos o numero de raizes
laterias dos gendtipos micro-tom e dgt, porém € notério as diferengas fendétipicas na
maior quantidade de raizes adventicias e secundarias dos tratamentos T2-M+PI3 e
T4-dgt+PI3 em comparagéo aos tratamentos controle T1-M e T2-dgt (Figura 1, 2 e 3).

Considerando que o gendtipo dgt possui caracteristicas de auséncia de
ramificacdo lateral de raizes primarias e adventicias (Coenen e Lomax 1998), o
isolado P13 pode promover o crescimento de raizes laterais, modificando a arquiterura
radicular, sem necessariamente promover o crescimento das plantas. As diferencas
de crescimento de raizes laterias e secundarias observadas na interagdo com o
isolado PI3, podem ser relacionadas com a moducao dos niveis de FLAV, AIA e GAs
na regulagao do sistema radicular das plantas.

Os flavonoides se acumulam nas regides de emergéncia das raizes laterais e
ao longo das proprias raizes laterais em padrdes semelhantes aos indicados pelos
genes repodrteres de auxina, incluindo DR5 (Peer e Murph., 2007).

Brown et al (2001) investigou a aplicagdo de auxina exdégena em genotipos de
Arabidopsis tipo-selvagem e mutante tt4 (2YY6) deficiente na biossintese flavonoides
e observaram que o mutante tt4 apresentou aumento no niumero de raizes laterais em
comparagao ao tipo selvagem, e que as alteragdes nas raizes das plantas seria um
efeito indireto do aumento transporte de auxina derivada da parte aérea. Sukumar et
al (2013), sugere a existéncia de multiplos niveis de regulamentacéo envolvendo
hormonios, metabdlitos e outras biomoléculas durante as interagdes planta-
microrganismos.

As auxinas também promovem a sintese de flavonoides nas zonas laterais de
formacgao de raizes, regulando positivamente biossintese de flavonoides, limitando
sua acgao na formacao do sistema radicular e protegendo a raiz do acumulo excessivo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) como H202, promovendo o surgimento de
raizes laterais (Kurepa et al., 2023; Chapman e Muday, 2021; Lewis et al., 2011).

A interacdo de giberelina com a auxina afeta a biossintese e a sinalizagéo de
GA nas plantas (Weiss e Ori, 2017). Tan et al (2019), sugere que GA promove o

crescimento das raizes, relacionado ao aumento do conteudo de AlA e reducio da
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sintese de flavonoides, que inibem transporte polar de auxina (Tan et al., 2019). A
sinalizacdo de GA nas raizes pela auxina, também afeta a produgao de GA na parte
aérea da planta, regulando positivamente a expressado de genes biossintéticos de GA
(Nemhauser et al., 2006).

Nesse contexto, quando analisamos as alteragcdes nas concentracbes de GA e
AIA nos tratamentos dos gendétipos micro-tom e dgt, em interagdo Trichoderma-PI3,
nds observamos que os niveis de AIA e GA nas folhas dos tratamentos M-PI3 e dgt-
P13 diminuiram, em concentracdes proporcionais, bem como, também aumentaram
0s niveis nas raizes dos gendtipos de tomate.

Historicamente, foi aceito que os GAs eram promotores do crescimento
radicular (Castro-Camba et al., 2022). Portanto, o maior desenvolvimento de raizes
laterais e pelos radiculares observados nos resultados com a inoculagcao do isolado
Trichoderma-P13, poderiamos sugerir que a regulagdo do balangco de GA nos
tramamentos M-PI3 e dgt-PI3 juntamente com o aumento de AIA nas raizes, indica a
participagéo da giberelina na formagao e maior desenvolvimento das raizes laterais.

Entretanto, no caso das raizes laterais, os estudos relacionados a esse
processo sdo um tanto contraditorios (Castro-Camba et al., 2022). Em avores de
Alamo (Populus sp.), a adicdo de GA promoveu a formagao de raizes laterais (Pizarro
e Diaz-Sala, 2020) e por outro lado, estudos em arroz revelaram que a adi¢ao de GAs
exdégeno reduz o numero de raizes laterais (Lo et al., 2008). Portanto, o GA parece
desempenhar um papel positivo no crescimento radicular e um papel inibitério na
desenvolvimento de raizes adventicias, embora o efeito possa ser especifico da
especie (Castro-Camba et al., 2022).

Quanto a modulagdo dos niveis de H202, os tratamentos T2=M+PI3 e T4-
dgt+PI3 aumentaram a concentragcdo em comparagao aos tratamentos controle de
ambos genotipos. Estudos mostram que a aplicagcdo exdgena de auxina aumenta
H202 nas plantas causando danos oxidativos nas plantas (Peer et al., 2013) e por
outro lado, a auxina exégena reduziu o acumulo de H202 nas raizes de tomate através
de alteragbes expressao e atividade de enzimas CAT, SOD e peroxidases (Tyburski
et al., 2009).
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A interagéo do isoaldo PI3 com o gendtipo de tomate cv. Micro-tom modulou
significativamente os niveis de CAT, SOD e APX e de maneira oposta aumentou o
acumulo de H20:2 as folhas das plantas (Figura 2).

Um mutante de Arabidopsis deficiente em catalase (cat2) reduziu a atividade
da CAT e aumentou os niveis de H202 com a redugao da concentragcédo de auxina nas
folhas sob condigbes fotorrespiratorias (Gao et al., 2013). Esse efeito foi observado
no T2-M-PI3 em comparacéo ao controle T1-M (Gréfico 6, 7 e 10). O Aumento de
H202 também foi correlacionado com transcricdo reduzida da catalase-3 no tipo
selvagem de Arabidopsis, isso pode ser atribuido ao transporte reduzido de auxina e
acumulo nas raizes de aux1 mutante e sua incapacidade de induzir sinalizagéo de
H202 (Krishnamurthy e Rathinasabapathi, 2013a).

O AIA pode ser o elo de ligacdo que regula o nivel de EROs direcionando seu
papel no dano oxidativo ou sinalizagdo nas plantas sob estresse (Krishnamurthy e
Rathinasabapathi, 2013b).

A observacdo de que uma ampla gama de estressores abidticos ativa a
biossintese de flavondides quando as plantas sofrem excesso de energia radiante,
sugerindo que a mudanga da homeostase celular nas EROs é um dos principais
impulsionadores da biossintese de flavonoides (Taylor e Grotewold, 2005). Por sua
vez, os flavondides com eficacia potencial antioxidante (ou seja, eles s&o
sequestradores de ROS em niveis muito baixos concentragdes), podem atuam como
amortecedores dos niveis de EROS e aumentam a resisténcia ao estresse (Asensi-
Fabado e Munné-Bosch, 2010). A capacidade dos flavonoides de modular EROs, bem
como a sinalizagdo de fitohorménios, em especial AlA, pode ajudar a explicar seu
envolvimento nas respostas morfogénicas induzidas pelo estresse, uma resposta
geral das plantas “escaparem” de condigdes ambientais adversas (Brunetti et al.,
2018).

A interagdo do gendtipo cv. micro-tom com o isolado PI3 alterou os niveis de
FLAV, AIA e GAs nas folhas das plantas e apresentaram correlagdo com a moduagao
dos niveis de H202 (Tabela 4, Figura 2) e de acordo com o ACP, os tratamentos T2-
M+PI3 e T4-dgt+PI3 se apresentaram maiores efeitos positivos no CP1 nessas
variaveis, nas quais contribuiram com o menor efeito no MDA (CP2), tendendo a
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dimunuigdo dos danos causados pelo estresse oxidativo na parte aérea das folhas
dos gendtipos de tomate cv. micro-tom e dgt (Grafico 12 e 13).

4.6 Conclusao

O isolado PI3 nativo de Trichoderma sp. foi capaz de alterar postivamente o
balango hormonal e antioxidante das plantas de tomate cv. micro-tom e mutante dgt,
modulando os niveis de AlA, GA3 e FLAV entre parte aérea e raizes das plantas e
também a modugéao da atividades de SOD, CAT e APX e aumento dos niveis de H202,
PROT e AST nas folhas melhorando a adaptacao dos gendtipos de micro-tomateiro

no ambiente de crescimento.
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