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RESUMO

FONSECA, N. L. Sensibilidade e classificagao de isolados de Trichoderma spp. com base em
estresse salino e sorbitol. Trabalho de Conclusdo de Curso, 39 p. 2025.

Resumo — As espécies de Trichoderma spp. desempenham um papel crucial na agricultura e
na ecologia do solo, atuando no controle bioldgico, estimulando o crescimento vegetal e
contribuindo para a biodegradacdo de poluentes. Este estudo avaliou a sensibilidade e
classificagdo de isolados de Trichoderma spp. sob estresse salino e osmatico. Foram analisados
23 isolados de diferentes regides (GO, DF e PR), cultivados em meio batata-dextrose-agar
(BDA) suplementado com NaCl e sorbitol. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com dois fatores: isolados (23 tratamentos) e tipo de estresse (trés
tratamentos), totalizando 138 unidades experimentais, considerando que foi realizada duas
repeti¢des por tratamento. O didmetro de colonia (mm) foi avaliado diariamente por sete dias,
permitindo o calculo da drea abaixo da curva de crescimento micelial (AACPCM) e da taxa de
crescimento micelial (TCM, mm dia™!). Os resultados mostraram variagdes significativas entre
os isolados, refletindo a diversidade genética e fisioldgica da espécie. Isolados como 1F84 e
IF42 apresentaram rapido crescimento sob os tipos de estresse, apresentando-se como potencial
biotecnoldgico para controle bioldgico em condi¢cdes de salinidade e estresse osmotico,
enquanto IF136a e IF136b cresceram menos, podendo ser explorados em interagdes
simbidticas. O crescimento foi reduzido nos meios suplementados com NaCl e sorbitol em
comparagdo ao controle, mas sem diferengas significativas entre os tipos de estresse. Os
resultados reforcam o potencial de sele¢do de linhagens especificas para manejo bioldgico em
condi¢des adversas, reforcando a aplicabilidade de Trichoderma spp. em estratégias
sustentaveis.

Palavras-chave — controle biologico, agricultura, sustentabilidade, antagonismo.



ABSTRACT

FONSECA, N. L. Sensitivity and classification of 7Trichoderma spp. isolates based on salt
stress and sorbitol. Finnal Work, 39 p. 2025.

Abstract: Trichoderma spp. species play a crucial role in agriculture and soil ecology, acting
in biological control, stimulating plant growth and contributing to the biodegradation of
pollutants. This study evaluated the sensitivity and classification of Trichoderma spp. isolates
under salt and osmotic stress. A total of 23 isolates from different regions (GO, DF and PR)
were analyzed, cultivated in potato-dextrose-agar (BDA) medium supplemented with NaCl and
sorbitol. The experiment was conducted in a completely randomized design, with two factors:
isolated (23 treatments) and type of stress (three treatments), totaling 138 experimental units,
considering that two replications were performed per treatment. Colony diameter (mm) was
evaluated daily for seven days, allowing the calculation of the area under the mycelial growth
curve (AACPCM) and mycelial growth rate (MCT, mm day-1). The results showed significant
variations among the isolates, reflecting the genetic and physiological diversity of the species.
Isolates such as IF84 and IF42 showed rapid growth under the stress types, presenting
themselves as biotechnological potential for biological control under conditions of salinity and
osmotic stress, while IF136a and IF136b grew less, and can be explored in symbiotic
interactions. Growth was reduced in the media supplemented with NaCl and sorbitol compared
to the control, but without significant differences between the types of stress. The results
reinforce the potential for selecting specific lines for biological management under adverse
conditions, reinforcing the applicability of Trichoderma spp. in sustainable strategies.

Keywords — Biological control, agriculture, sustainability, antagonism.
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INTRODUCAO

Em meio a medidas de controle de doengas vegetais, no mercado existem varias opgoes
de agentes para o controle, como fungicidas quimicos e microrganismos. Em culturas
lucrativas, os fungicidas quimicos podem parecer mais favoravel, mesmo nessas culturas, o
controle biologico de fitopatdogenos oferece varias vantagens quando comparado ao uso de
fungicidas quimicos (Louzada et al., 2009).

O controle bioldgico de doencas vegetais surgiu como uma area promissora na
fitopatologia. Esses métodos sdo mais econdmicos, viaveis € ecologicamente seguros, sendo,
portanto, alternativas sustentaveis que minimizam a dependéncia de pesticidas sintéticos (Ele
et al.,2021). Os microrganismos podem, ainda, promover o crescimento das plantas e aumentar
sua tolerancia do organismo vegetal ao ataque de patdgenos, representando uma solugdo
estratégica para melhorar a producdo agricola (Bernardo et al., 2019).

Os fungos do género Trichoderma, como agentes de biocontrole de fitopatdgenos, estdo
entre os mais estudados e utilizados mundialmente (Isaias ef al., 2014). Esses microrganismos
interagem ndo apenas no solo como nas superficies radiculares e no interior dos tecidos vegetais
e apresentam atividade antagdnica contra fungos patogénicos em plantas (Isaias et al., 2014).

Ha varios estudos focados nos compostos organicos volateis (COVs) de Trichoderma
spp. no crescimento de plantas e no controle de fitopatdgenos (Lee et al., 2016). Varios desses
COVs produzidos por Trichoderma spp. podem inibir o crescimento de fitopatdgenos
filamentosos, como fungos e oomicetos por apresentarem toxicidade (Jiménez-Bremont et al.,
2024).

Isaias et al. (2014) afirmam que linhagens dessas espécies flingicas agem na ativagdo e
aumento de mecanismos de defesa da planta e na regulacdo do crescimento vegetal, atuando
também na interacdo entre microrganismos no ambiente.

Em regides do Brasil com déficit hidrico, a irrigagdo ¢ essencial para o desenvolvimento
das culturas (Mattos Junior et al., 2005). No entanto, a dgua de irrigagdo pode apresentar
diferentes niveis de salinidade, o que impacta negativamente a producao (Costa ef al., 2013).

Isolados benéficos de Trichoderma spp. sdo eficazes como controle bioldgico por
apresentar alto potencial reprodutivo, resisténcia a ambientes com estresses abioticos, eficiéncia
na utilizagdo de nutrientes, capacidade de alterar a rizosfera, agressividade contra fungos
fitopatogénicos e favorecem o crescimento das plantas, além de aumentar seus mecanismos de

defesa (Kumar et al., 2023).
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Além disso, o estresse salino, um importante fator abiotico que limita o crescimento de
plantas ndo halofitas, requer a triagem de isolados tolerantes a salinidade em diferentes
concentragdes de NaCl em condicdes de laboratdrio antes de sua aplicagao nos campos (Kumar,
2017).

Este estudo tem como objetivo investigar a sensibilidade e classificagdo de isolados do
género Trichoderma em relacdo a condigdes de estresse salino e a presenca de sorbitol.
Considerando os fatores ambientais aos quais as plantas e os microrganismos de controle
biologico estdo expostos no campo, buscaremos compreender como esses isolados respondem

a diferentes concentragdes de NaCl e sorbitol em condigdes de laboratdrio.

REVISAO DE LITERATURA

Controle biologico

A agricultura sustentavel € necessaria para a seguranca alimentar global, garantindo uma
dieta equilibrada, além de gerar empregos no setor € aumentar o crescimento econdomico
(Egamberdieva et al., 2023). No entanto, diversos fatores, como mudangas climaticas,
degradagdo do solo, escassez de dgua e incidéncia de pragas e doengas, tém contribuido para a
reducdo da produtividade agricola em vérias regides do mundo (Egamberdieva et al., 2023).

Na agricultura as plantas cultivadas sdo exploradas por fitopatogenos em todos os seus
estagios de desenvolvimentos, ocasionando perdas de colheitas devido a doengas causadas por
esses organismos (Mishra & Arora, 2018). Diferentes métodos ja foram criados e usados para
controlar fitopatégenos ao longo dos anos, no entanto o controle quimico que ¢ constituido
de produtos sintéticos tem fornecido protecdo aos cultivos, devido a sua eficicia imediata e
facil aplicag@o controlando uma infinidade de pragas, e se tornando populares (Mishra & Arora,
2018)

O uso extensivo de agrotdxicos, como fungicidas, herbicidas e inseticidas, tem sido uma
pratica comum na agricultura. Embora esses produtos quimicos possam oferecer prote¢ao
imediata as plantas cultivadas e seu uso seja predominante sobre outros meios de controle, o
uso desses produtos sintéticos no manejo de doengas de plantas tem diminuido devido as
crescentes preocupacdes sobre riscos devido a residuos no meio ambiente e alimentos (Palmieri
etal.,2022)

Campanhola et al. (1998), infere que o uso intensivo de agrotoxicos acarreta uma maior
dependéncia desses produtos, em decorréncia dos desequilibrios bioldgicos que sdo provocados

os quais eliminam os inimigos naturais das pragas e doengas que afetam tanto plantas quanto


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/synthetic-products
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animais favorecendo a reincidéncia de altas populagdes das pragas e patdgenos (ressurgéncia),
assim como o aparecimento de novas pragas que estavam sob controle natural.

Para manter a qualidade e aumentar a produtividade agricola, sdo empregadas diversas
técnicas, incluindo melhoramento genético e transgenia. No entanto, mesmo com essas
abordagens, surgem desafios relacionados ao aumento de pragas e doengas nas lavouras. Para
mitigar esses problemas e minimizar os impactos na saude humana e no meio ambiente em
ocorréncia do uso indevido e excessivo desses pesticidas e fertilizantes quimicos os
biofertilizantes ¢ biocontroles ganharam relevancia nas industrias agricolas (Elnahal et al.,
2022).

O controle biologico ¢ uma solucdo econdmica, ecologica e que oferece protecdo a
longo prazo para as culturas que sofrem com estresse no campo (Jaiswal et al., 2022). E uma
abordagem extremamente favordvel ao controle da doenga, protege a ecologia (Fig. 1) do
ambiente sem perturbar a flora e a fauna, e também aumenta a fertilidade do solo (Tariq ef al.,
2020).

Os principios do controle bioldgico se baseiam na relagdo antagbnica entre
microrganismos, como: preda¢cdo, competicao, amensalismo e parasitismo (Grigoletti Junior et
al., 2000). O controle bioldgico ocorre em qualquer ecossistema naturalmente sem a
necessidade da agao humana. Por sua vez, o homem pode interferir, manipular e facilitar a acao
do agente de controle bioldgico (Fig. 1) (Fontes e Valadares, 2020).

Muitos agentes de controle biolégico microbiano (MBCAs) de ocorréncia natural t€ém
sido usados para controlar doengas nas superficies aéreas das plantas. As espécies bacterianas
mais comuns que tém sido usadas incluem Pseudomonas syringae, P. fluorescens, P. cepacia,
Erwinia herbicola e Bacillus subtilis, ja os géneros de fungos que tém sido utilizados incluem
Trichoderma, Ampelomyces e as leveduras Tilletiopsis € Sporobolomyces (Fig. 1) (Kumar e

Purohit, 2020).
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Figura 1. Infogréfico representando o controle bioldgico versus o controle quimico

Fonte: Confeccionado pela autora no Napikin

O género Trichoderma spp.

Trichoderma é um género de fungos filamentosos pertencentes ao Reino Fungi,
incluidos na  familia Hypocreaceae, ordem Hypocreales, classe Sordariomycetes e
divisdo Ascomycota (Adnan et al., 2019). Individuos desse género possui plasticidade genética,
o que lhe confere versatilidade em ocupar diferentes habitats o que permite sua sobrevivéncia
em diversas localidades e condi¢oes diferentes (Benitez et al., 2004; Druzhinina et al, 2012;
Zeilinger et al., 2016).

De acordo com Poveda et al. (2024), Trichoderma possui a capacidade de crescer
rapidamente em varios substratos, beneficiando-se de sua alta adaptabilidade, tolerancia a
compostos quimicos e habilidade para mobilizar nutrientes. Esses fungos sdo frequentemente
encontrados como saprofitas na rizosfera, mas também podem atuar como endofitos em plantas,
patogenos de cogumelos cultivados, outros fungos e possivelmente nematoides (Druzhinina e
Kubicek, 2013).

O género Trichoderma apresenta caracteristicas distintivas, como rapido crescimento
em meio de cultura; formacgdo de estruturas compactas, dispersas, flocosas ou em tufos;
variabilidade no tamanho e formato dos conidios; presenca ocasional de clamiddsporos; € uma
coloragdo dos conidios que varia de verde a amarelo, ou mesmo incolor (Samuels, 1996). Os
conidi6foros sdo bem definidos e os conidios se formam nas extremidades fidlidas de hifas
diferenciadas, frequentemente tendendo a agregacdo em massa (Samuels, 1996). Esta taxa de
crescimento geralmente supera a de outros microrganismos do solo, permitindo que

Trichoderma compita eficazmente por espago e recursos na rizosfera (Poveda et al., 2024).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/hypocrea
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https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/ascomycota
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1049964423002773#b0010

20

Além disso, Trichoderma spp. sdo reconhecidos por promover o crescimento de
plantas em solos de rizosfera, desempenhando um papel crucial na protecao das plantas contra
doengas transmitidas pelo solo e promovendo o desenvolvimento geral das plantas (Asghar et
al., 2024). Esses fungos sdao capazes de induzir defesas locais e sistémicas nas plantas
associadas, através do reconhecimento de padrdes moleculares associados a microrganismos
(MAMPs) ou pelo uso de metabdlitos volateis (Lee ef al., 2016). Por meio dessas estratégias,
Trichoderma pode antagonizar indiretamente fitopatdgenos (Poveda et al., 2024).

Os fungos deste género produzem uma variedade de metabolitos secundarios que
facilitam suas interagdes com plantas e outros microrganismos. Compostos como harzianolides,
peptaibols e varios compostos volateis, sdo relatados como tendo potencial antifingico, além
de promoverem o crescimento de plantas, resultando em aumento da resisténcia das plantas ao
ataque de patdgenos (Khan et al., 2020).

Na agricultura, Trichoderma é amplamente utilizado como agente de biocontrole
devido a sua eficacia no manejo de varias doengas de plantas de dificil controle (Meyer ef al.,
2019). Esses fungos podem induzir uma combinacdo de mecanismos antagdnicos, tais como
a antibiose que envolve a producdo de metabolitos secundarios com atividade antifingica,
micoparasitismo com a producdo de enzimas degradadoras da parede celular de patdégenos
vegetais, devido a competi¢ao por nutrientes ou espago e induzir resisténcia em plantas através
da producdo e secrecdo de moléculas elicitoras que estimulam as defesas das plantas contra
patdgenos (Gomes et al., 2015).

Meyer et al. (2019) descrevem que os fungos, incluindo Trichoderma, absorvem
nutrientes por meio de suas hifas. Para acessar os nutrientes contidos dentro das células de
outros organismos, € necessario que os substratos de alto peso molecular sejam hidrolisados em
moléculas menores, um processo facilitado pela liberagao de enzimas extracelulares. Os autores
também destacam que a diversidade e quantidade dessas enzimas conferem aos fungos uma
vantagem significativa, permitindo que prosperem em ambientes com diferentes condicdes.

O controle biologico a base de Trichoderma spp tém inimeras aplicacdes na
agricultura. As espécies mais usadas como agentes de biocontrole sdo Trichoderma
virens, Trichoderma viride e Trichoderma harzianum (Zin & Badaluddin, 2020). Dentre esses,
por possuir naturalmente supressdo de doencas de plantas, 7. harzianum é o nome mais
frequente usado em praticas agricolas relacionadas a Trichoderma spp. (Zin & Badaluddin,
2020). No Brasil, os biofungicidas a base de Trichoderma com registro no Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento sdo Trichoderma harzianum, T. asperellum, T.

stromaticum, T. koningiopsis (AGROFIT, 2022).
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Apesar do género ser um potencial biocontrole, algumas espécies podem trazer
prejuizos para a area da agricultura e também na satde. Alguns estudos mostram que
Trichoderma spp. pode causar a doenga de mofo verde em cultivos de cogumelos (Hatvani et
al., 2017 ; Mazin et al., 2018 ; Aydogdu et al., 2020, Sanchez-Montesinos et al., 2021). Além
disso 30-80% da morte de mudas de pinheiros foi ocasionada por 7. viride (Li Destri Nicosia
et al., 2015) que ¢ também o agente causador da podridao do mofo verde da cebola (Sandle,
2014; Qiao et al., 2018; Szczech et al., 2008). Ha relatos sobre uma nova doenca causada por
T. afroharzianum de podridao da espiga no milho (Fig. 2) (Pfordt et al., 2020).

Ja na satide humana Trichoderma spp. pode prejudicar na contaminacdo de alimentos
através da producdo de micotoxinas que pode ocasionar vomitos e gastroenterite (Yang et al.,
2017) e também se mostrando como patogenos, podendo causar doengas como sinusite,
infeccoes de pele e figado, pneumonia e estomatite (Ram e Singh, 2018) e também doencas
emergentes em pacientes imunocomprometidos (Fig. 2) (Munoz et al., 1997; Sautour et al.,

2018).
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Figura 2. Infografico representando os impactos que 7richoderma pode trazer para a
agricultura.

Fonte: Confeccionado pela autora no Napikin .

A importancia de selecionar isolados de Trichoderma insensiveis a estresses in vitro

A exposicdo a estresses abidticos, como salinidade e estresse osmoético, ¢ uma
preocupacgdo crescente para a agricultura, j4 que muitos solos estdo ficando salinos ou

enfrentando escassez de agua devido as mudangas climaticas (Zhang et al., 2010).
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O estresse salino limita o crescimento de plantas ndo haldfitas. Esse tipo de estresse
resulta, principalmente, do acimulo de sais soliiveis nas terras cultivaveis (Santoyo ef al.,
2024).

As causas da salinizagdo dos solos sao diversas e incluem tanto processos naturais,
como o intemperismo das rochas, quanto fatores antropicos, como praticas de irrigagcdo, uso de
fertilizantes e minerais e drenagem deficiente (Mohanavelu et al., 2021). O excesso de sal
provoca estresse osmotico e desregulagao do equilibrio hidrico celular, além de comprometer a
absor¢ao de nutrientes essenciais €, em concentragdes elevadas, pode tornar-se toxico para as
plantas (Santoyo et al., 2024).

Para combater os efeitos do estresse salino, o desenvolvimento de variedades
tolerantes pode ser realizado tanto por meio do melhoramento genético tradicional, que exige
um longo periodo para obten¢do de resultados, quanto por técnicas moleculares avancgadas, que
apresenta custos elevados (Ikram et al., 2019).

Além das estratégias genéticas, as interacdes entre plantas e microrganismos
desempenham um papel fundamental na adaptagdo ao estresse salino, pois as comunidades
microbianas que se associam as raizes promovem o crescimento vegetal e a manutencao da
saude das plantas (Santoyo et al., 2024).

Entre os microrganismos benéficos as plantas o Trichoderma se destaca. Algumas
espécies de Trichoderma demonstram eficiéncia no aumento da produtividade em condig¢des de
seca ou salinidade, resultado que est4 associado a redu¢do do estresse oxidativo e a regulacao
da expressdo de genes hormonais relacionados ao estresse abiotico nas plantas (Poveda, 2020).

Trichoderma spp. € um dos fungos micorrizicos mais estudados e utilizados devido a
sua capacidade de combater uma variedade de patogenos fungicos e bacterianos. Eles sdo
eficazes no controle biologico devido a diversos mecanismos, como competicdo por nutrientes,
producdo de enzimas hidroliticas e antibidticos, e inducdo de resisténcia nas plantas (Harman
et al., 2004; Monte et al., 2014). Contudo, para garantir que Trichoderma seja eficiente no
campo, ele precisa ser adaptavel a condigdes ambientais adversas.

A selecdo de isolados de Trichoderma insensiveis a estresses ambientais ¢ uma
estratégia fundamental para melhorar a eficacia dos biocontrole de patdgenos e para o
desenvolvimento de novos produtos biotecnologicos. Trichoderma spp. sdo amplamente
utilizados em programas de manejo bioldgico devido a sua capacidade de parasitar patogenos,
promover o crescimento das plantas e degradar contaminantes ambientais. No entanto, para que

esses isolados sejam eficazes em condi¢des agricolas reais, € essencial que eles possam tolerar
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uma ampla gama de estresses bidticos e abiodticos, como salinidade, escassez de agua,
temperaturas extremas e outros estresses ambientais (Shoresh ef al., 2010; Vinale et al., 2014).

A tolerancia ao estresse salino e osmético tem sido amplamente estudada em diversas
espécies de Trichoderma. De acordo com uma pesquisa de Kaur ef al. (2016), isolados de
Trichoderma que apresentaram alta tolerancia a salinidade e a condigdes osmoticas mostraram
maior eficiéncia em ambientes agricolas adversos, indicando que esses isolados sdo mais
promissores para uso em biocontrole em solos com alta salinidade.

A selecdo de isolados de Trichoderma que demonstram insensibilidade a estresses in
vitro ¢ crucial para melhorar o desempenho do fungo em condigdes de campo. Segundo Harman
et al. (2013), isolados com resisténcia a estresses fisicos € quimicos possuem maior
probabilidade de sobreviver em condi¢cdes de campo, onde o estresse ambiental pode
comprometer a eficacia do controle biologico.

Além disso, a capacidade de Trichoderma em tolerar salinidade e outros estresses 0s
torna candidatos ideais para a biorremedia¢do de solos contaminados ou para o controle de
doencas em ambientes com condi¢oes subotimas. A identificacdo e a caracterizagdo desses
isolados podem ser realizadas por meio de ensaios de crescimento em diferentes concentragdes
de sal, pH e osmolitos, como o sorbitol, que induz estresse osmotico (Shoresh et al., 2010).

A selecao de isolados resistentes a estresses envolve a realizag¢do de testes de estresse
in vitro, onde diferentes concentragdes de NaCl, sorbitol, ou outras substancias sdo aplicadas
para avaliar a capacidade de crescimento do fungo. Isolados que mantém seu crescimento em
condi¢des adversas sdo mais propensos a serem eficientes em biocontrole em campo
(Mukherjee et al., 2013).

De acordo com uma revisdo de Sood et al. (2015), a pesquisa sobre tolerancia a
estresses em Trichoderma também envolve a andlise da expressdo génica em resposta a esses
estresses. Estudos de transcriptoma e proteoma tém sido utilizados para entender como
Trichoderma responde ao estresse e para identificar genes associados a resisténcia, o que pode
permitir a selecdo de isolados com caracteristicas desejaveis (Fig. 3).

A escolha de isolados com alta tolerancia a estresses abidticos amplia as possibilidades
de aplicacdo de Trichoderma em éreas com diferentes desafios ambientais. Além disso, a
resisténcia a estresses pode aumentar a estabilidade e a longevidade dos produtos comerciais a
base de Trichoderma, facilitando sua aplicacdo em sistemas agricolas sustentdveis. Como
afirmado por Harman et al. (2004), a pesquisa de novos isolados de Trichoderma e sua
adaptacdo a condicdes estressantes sdo essenciais para garantir que esses organismos possam

ser usados de forma eficaz em diferentes cenarios agricolas (Fig. 3).
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A selecdo de isolados de Trichoderma insensiveis a estresses abioticos ¢ uma estratégia
crucial para garantir o sucesso de programas de biocontrole e biorremediagdo. A resisténcia a
estresses como salinidade e estresse osmotico permite que esses fungos sejam aplicados em
uma gama mais ampla de ambientes agricolas, incluindo aqueles que enfrentam condig¢des
adversas. A pesquisa continua sobre a tolerancia de Trichoderma a estresses ambientais,
juntamente com a selecdo de linhagens especificas, promete melhorar a eficicia e a

sustentabilidade das praticas agricolas biologicas (Fig. 3).
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Figura 3. Infogréfico representando a selecdo de isolados resistentes ao estresse e suas causas

Fonte: Confeccionado pela autora no Napikin

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado a partir de 23 isolados de Trichoderma spp. oriundos de
diferentes hospedeiros como hospedeiro desconhecido (quatro isolados), soja tiguera (nove
i1solados), soja campo (um isolado), morango (um isolado), feijao (dois isolados), capim-
massambard (dois isolados), pupunha (1 isolado), abiu (dois isolados) e gomphrena (um
isolado) (Tab. 1).

Foram identificados, a nivel de espécie, duas linhagens de Trichoderma asperellum,
enquanto os demais isolados foram classificados apenas a nivel de género (Tab. 1).

Os isolados foram encontrados de amostras provenientes das cidades de Brasilia, DF
(um isolado); Catalao, GO (um isolado); Cristalina, GO (um isolado); Luziania, GO (cinco
isolados); Paranagud, PR (dois isolados); Silvania, GO (trés isolados); Edéia, GO (dois
i1solados); e Urutai, GO (oito isolados) (Tab. 1; Fig. 4).

Com o auxilio de uma agulha flambada, transferiram-se propagulos dos fungos para o

centro de uma placa de Petri contendo meio batata-dextrose-agar (BDA). Essa cultura foi
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utilizada para a producdo de matrizes, das quais foram retirados discos de micélio de nove mm
de didmetro, provenientes de culturas com 7 a 10 dias de incubacdo. As matrizes foram
incubadas a temperatura de 25 °C sob fotoperiodo de 12 horas de luz e escuro.

O experimento foi conduzido em um delineamento casualizado, utilizando um fatorial
composto por dois fatores. O fator 1 corresponde aos tipos de isolados, que foram repetidos em
placas de Petri duas vezes. A testemunha foi composta apenas pelo meio de cultivo batata-
dextrose-dgar (BDA). O fator 2, denominado tipo de estresse, foi representado pelos
tratamentos: meio de cultura BDA, meio de cultura BDA+sorbitol e meio de cultura

BDA+NaCl, também repetidos duas vezes.

Tabela 1. Listagem de isolados de 7richoderma spp. utilizados para avaliagdo do
comportamento in vitro quanto a diferentes estresses*.

Cadigo do

Ord. isolado Hospedeiros ou origem Taxon identificado  Cidade de origem Bateria Latitude Longitude
1 IF 304 Abiu Trichoderma sp. Paranagua, Pr 1 25°31'12"S 48°30'32"0
2 IF 302 Desconhecido Trichoderma sp. Urutai, GO 1 17°28'40" S 48°13' 00" O
3 IF 299 Soja tiguera 3.1. Trichoderma sp. Luzidma, GO 1 16°15'10" S 47°57' 10" O
4 IF 300 Soja tiguera 3.2. Trichoderma sp. Luzidnia, GO 1 16° 15'20" S 47°57' 20" O
5 IF 303 Desconhecido - Marciel Trichoderma asperellum Edéia, GO 1 17°20' 30" S 49° 56’ 00" O
6 IF 305 Soja Tig C6A1 Trichoderma sp. Silvania, GO 1 16°39'32" S 48°36' 28" O
7 IF 136 Feyjdo (SLVS) [IF 136] Trichoderma sp. Urutai GO 1 17°27'50" S 48°12'10"O
8 IF 121 Capim Massambara (SLV7) [IF 121] Trichoderma sp. Urutai GO 1 17° 28' 00" S 48°12'20" O
9 IF 304 Abiu Trichoderma sp. Paranagua, Pr 2 25°31'22"S 48°30'42"0
10 IF 302 Desconhecido Trichoderma sp. Urutai, GO 2 17°28'50"S 48°13'10"0O
11 IF 299 Soja tiguera 3.1. Trichoderma sp. Luzidnia, GO 2 16° 15'30” S 47°57'30"0O
12 IF 300 Soja tiguera 3.2. Trichoderma sp. Luzidnia, GO 2 16° 15'40" S 47°57' 40" O
13 IF 303 Desconhecido - Marciel Trichoderma asperellum Edéia, GO 2 17°20'20" S 49°55'51"0
14 IF 305 Soja Tig C6A1 Trichoderma sp. Silvania, GO 2 16°39"42" S 48°36'38"0
15 IF 136 Feijao (SLVS) [IF 136] Trichoderma sp. Urutai GO 2 17°28" 10" S 48°12'30"0O
16 IF 121 Capim Massambara (SLV7) [IF 121] Trichoderma sp. Urutai GO 2 17°28'20" S 48°12'40"0
17 IF 309 Soja Tig C5A3 Trichoderma sp. Cataldo, GO 3 18° 10" 12" S 47°56'31"0
18 IF 42 Morango [IF42] Trichoderma sp. Crnstalina GO 3 16° 46' 08" S 47°36' 50" O
19 IF 307 Soja Tig C6A3 Trichoderma sp. Silvania, GO 3 16°39'52" S 48°36'48" 0O
20 IF 84 Pupunha [TF84] Trichoderma sp. Urutai GO 3 17°28'30" S 48°12' 50" O
21 IF 306 Gomphrena Trichoderma sp. Brasilia, DF 3 15°47'38" S 47°52' 58" 0
22 IF 308 Soja Tig ALST6 Trichoderma sp. Urutai, GO 3 17°29' 00" S 48°13'20"0
23 IF 310 Soja ST 3.5 Trichoderma sp. Luziama, GO 3 16° 15' 50" S 47° 57" 50" O

*A notagdo a e b refere-se a isolados que foram repetidos no experimento, no entanto, foram

avaliados conjuntamente.
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Figura 4. Mapa da distribuicao dos isolados em diferentes locais do Brasil.

Nos tratamentos que receberam NaCl e sorbitol, foram adicionados ao meio nao
fundente (40 - 50 °C) as quantidades de 5 g e 18,2 g dos solutos, respectivamente, no meio de
cultivo BDA com volume final de 500 mL. Em seguida, o meio de cultivo foi vertido em placas
de Petri (20 mL) estéreis na camara de fluxo laminar. As placas foram deixadas semiabertas
dentro da camara de fluxo para solidificacdo, e em seguida armazenadas na geladeira invertidas
"overnight" para evitar a condensacao de dgua. Todo o experimento foi realizado em condigdes
assépticas dentro da camara de fluxo laminar.

A partir de culturas matrizes monosporicas de isolados de Trichoderma spp. (Tab. 1)
foram recortados discos de micélio de nove mm de diametro e transferidos para o centro de trés
placas de Petri contendo BDA, BDA+sorbitol e BDA+NaCl.

Apos a inoculagdo dos isolados de Trichoderma spp., as placas foram devidamente
identificadas, vedadas com filmes plasticos de PVC e colocadas para incubacdo na camara de
crescimento a 27 °C, e foto periodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro.

As avaliagdes foram realizadas medindo-se o didmetro da colonia (mm) com uma
régua, durante o periodo de sete dias. Os dados foram obtidos nos dias 1, 2, 3,4, 5, 6 ¢ 7 apoOs
a inoculacdo (DAI) em diferentes tratamentos - como o fator 1 — tipos de isolados e fator 2 —
tipos de estresses.

A partir da integralizacdo das medidas do diametro da colonia no DAI, a varidvel
independente X foi apresentada no DAl e Y como o didmetro da colonia (subtraido do didmetro
do disco de micélio). Calculou-se a area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial
(AACPCM) integralizando a curva de progresso para cada dosagem e/ou isolado (didmetro da

coldonia x DAI) (Shanner e Finney, 1977).
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A taxa de crescimento micelial (TCM) foi calculada através da regressao linear, com o
DAI como valor de X e o didmetro da colonia como Y. O coeficiente angular foi obtido no
Excel® (procedimento = inclinagdo (y;x)) correspondendo a taxa de crescimento dada em %
de crescimento micelial (mm) dia™.

Os locais de obtengdo dos isolados foram georreferenciados e convertidos de
coordenadas em graus, minutos e segundos (GMS) para graus decimais (DD). Em seguida, os
pontos foram plotados sobre o mapa geoespacial do Brasil para visualizagao das regides de
origem dos isolados, utilizando o pacote Leaflet (Cheng et al., 2024).

As médias das varidveis foram submetidas a comparagdo quanto ao fator isolados (23
niveis). Posteriormente realizado o desdobramento dentro do fator tipo de estresse (BDA, NaCl
e Sorbitol) (3 niveis) a fim de averiguar diferengas quanto ao crescimento micelial.
Configurando um delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial (23 niveis
x 3 niveis) caracterizando ap6s desdobramento das interagdes 69 niveis comparativos.

Os dados foram testados quanto as pressuposicdes para a aplicacdo da analise de
varidncia (ANOVA). A normalidade dos residuos foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, e a
homogeneidade de variancias (homocedasticidade) foi verificada pelo teste de Bartlett. Devido
a ndo adequagdo das pressuposi¢des, foi empregado o teste de Scott-Knott ranqueado
(semiparamétrico), implementados por meio do pacote ScottKnott no R (Jelihovschi et al.,
2014).

As areas abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) em fungdo
do tipo de estresse foram representadas em graficos de barras, proporcionando uma visualizagao
mais clara do desempenho de cada tratamento, pacote (ggplot2) (Wickham, 2016).

Em seguida os dados foram testados quanto a sua adequacgdo aos modelos de regressao
linear, polinomial, exponencial de decaimento e logistico de crescimento para identificar o
melhor ajuste, utilizando o critério de qualidade de ajuste do R?, sendo por fim plotados em
graficos para melhor visualizagdo do comportamento de didmetro micelial — dias.

Em seguida foi realizado andlise de componentes principais (PCA), para investigar
padrdes de variagdo nos dados dos vinte e trés isolados que permitiram o acompanhamento do
crescimento micelial. As varidveis resposta utilizadas foram crescimento micelial dias apds
inoculagdo (D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7), taxa de crescimento micelial (mm.dia-1) e area
abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (mm) para cada tipo de estresse utilizado
e geral. Os resultados da PCA foram visualizados por meio de graficos de dispersdo, destacando
padrdes relevantes de agrupamento, foram utilizados os pacotes (ggplot2, ggfortify, ggrepel)

(Wickham, 2016; Tang, 2016; Slowikowski, 2024).
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Por fim foi aplicado uma andlise de grupamentos (clusters), onde foi utilizado o
crescimento micelial dias apos inoculagao (D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7), taxa de crescimento
micelial (mm.dia-1) e area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (mm) para
cada tipo de estresse e geral para a constru¢do de dendrogramas, adotou-se a distancia
Euclidiana para determinar as semelhangas pacote (ggplot2) (Wickham, 2016).

A AACPCM e TCM dos isolados e das diferentes dosagens e, a porcentagem de inibigdo
do crescimento micelial foram submetidas ao teste de comparagdo de médias Skott-Knott, e
teste ndo paramétrico seguido de teste de comparagdao de médias Tukey, ambos a P~0,05. Foi
realizado andlise de varidncia das interagdes dos fatores e, quando rejeitada a hipotese de
nulidade foi realizado teste de comparagdo de médias para identificacdo das diferencas das
médias. Todas as analises foram realizadas no ambiente R de computagdo estatistica versao

4.4.2 (R Core Team, 2024).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos sobre o crescimento micelial de diferentes isolados de
Trichoderma spp. medidos em diferentes dias apos a inoculacao (DAI), valores de AACPCM
(Area Abaixo da Curva de Progresso do Crescimento Micelial) e TCM (Taxa de Crescimento
Micelial) (Tab. 3) permitiram uma andlise quantitativa do desempenho dos isolados, sendo
observado que estes apresentaram crescimento progressivo em diametro de colonia (mm)
durante os 7 dias de avaliagdo. No primeiro dia, valores médios variaram de 19,7 mm (IF136a
e IF136b) a 30,4 mm (IF84), evidenciando diferencas iniciais significativas no vigor de
crescimento. Aos 7 dias, os isolados IF84 e IF42 apresentaram os maiores diametros finais, com
240,0 mm e 219,7 mm, respectivamente. Por outro lado, isolados como [F136a e IF136b
demonstraram crescimento mais lento, indicando menor competitividade micelial em relacao
aos demais. As diferengas estatisticas significativas, indicadas pelas letras distintas em cada
coluna, reforcam a heterogeneidade de desempenho entre os isolados.

No primeiro dia de incubagdo, os isolados que apresentaram os maiores diametros de
colonia foram IF 84, IF 121A, IF 121B, IF 299A, IF 299B, IF 302A, IF 302B, IF 303A, IF
303B, IF 304A e IF 304B, diferenciando-se estatisticamente dos demais. Ja os isolados com
menor atividade fisioldgica nesse periodo foram IF 13 e IF 136B (Tab. 3).

No segundo dia de incubagdo, todos os isolados tiveram crescimento estatisticamente
semelhante, sem diferenga significativa. Isso pode ser observado pelas letras indicadas na

tabela, onde as médias ndo apresentaram variacao estatistica entre si (Tab. 3).
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A partir do terceiro dia, os isolados IF 42, IF 84, IF 121A, IF 121B, IF 299A, IF 299B,
IF 316, IF 317, IF 308, IF 319 e IF 310 apresentaram os maiores valores de crescimento
fisiologico. Nos dias seguintes, as diferencas entre os isolados comecaram a se acentuar,
tornando-se mais evidentes a partir do quinto dia (Tab. 3).

No quarto dia, os isolados com maior atividade fisiologica foram IF 42, IF 84, IF 121A,
IF 121B, IF 299A, IF 299B, IF 300A, IF 300B, IF 306, IF 307, IF 308, IF 309 e IF 310. Esse
padrao foi mantido até o sexto dia, com os mesmos isolados apresentando os melhores
desempenhos sob as diferentes condigdes de estresse aplicadas (Tab. 3).

Ao longo do experimento, os dados evidenciaram que, até¢ o sétimo dia, ndo houve
diferenca significativa entre os diametros de coldnia em relacao aos estresses aplicados. Apesar
das variagdes entre os isolados, os tratamentos nao afetaram significativamente o crescimento
micelial. A andlise da 4rea abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM)
mostrou que os isolados IF 428, IF 412, IF 121A, IF 121B, IF 299A, IF 299B, IF 300A, IF
300B, IF 306, IF 307, IF 308, IF 309 e IF 310 apresentaram os maiores valores de crescimento
ao longo do tempo (Tab. 3).

A Figura 5 apresenta os extremos de crescimento micelial. O isolado IF 84 obteve a
maior atividade fisiologica, enquanto os isolados IF 302A e IF 302B registraram as menores
médias de area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial.

Observou-se que, nos primeiros dias, a variabilidade no crescimento entre os isolados
foi reduzida, enquanto nos dias finais houve uma maior diferenca estatistica entre os isolados
avaliados. Esse resultado justifica a ndo avaliagdo do ensaio ap6s o sétimo dia, uma vez que a
alta taxa de crescimento do Trichoderma spp. resultou na ocupagao total da superficie da placa
de Petri (90 mm), inviabilizando medi¢des posteriores.

Os valores superiores a 90 mm observados em alguns isolados sdo estimativas baseadas
na modelagem matematica aplicada a taxa de crescimento micelial. Essa taxa foi determinada
por regressao linear, relacionando o diametro da colonia (varidvel dependente Y) com os dias
de avaliacdo (variavel independente X).

A AACPCM ¢ um parametro importante para avaliar o desempenho acumulado. Os
isolados IF84 (831,44 mm?) e IF42 (732,33 mm?) destacaram-se, confirmando seu crescimento
superior e continuo. Em contrapartida, isolados como 1F302a (565,51 mm?) e IF136b (608,11
mm?) apresentaram os menores valores, refor¢gando sua limitagdo em expansao micelial durante
o periodo experimental.

A TCM apresentou valores semelhantes para a maioria dos isolados, variando de 0,03

mm/dia a 0,05 mm/dia. Apesar de ndo apresentar grandes variagdes, isolados com maior TCM,
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como [F302b e [F305b (0,05 mm/dia), destacam-se pelo potencial de colonizacdo mais rapido,
embora nao necessariamente resultem em maiores didmetros finais.

O teste de normalidade de Shapiro mostrou que os dados atendem as condi¢des para
analise paramétrica. A homogeneidade das variancias foi confirmada pelo teste de Bartlett,
demonstrando consisténcia nas comparacdes. A ANOVA indicou diferengas significativas (p <
0,05) para todas as variaveis analisadas, enquanto o teste de Friedman corroborou os resultados,
destacando as diferencgas entre os tratamentos de forma robusta. Os testes de normalidade
(Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Bartlett) indicaram adequagao estatistica dos dados para a
maioria das andlises, com coeficientes de variacdo (CV%) relativamente baixos, refletindo
consisténcia dos resultados.

Os resultados apontam para diferengas marcantes entre os isolados de Trichoderma spp.,
evidenciando a diversidade genética e fisiologica da espécie. Isolados como IF84 e IF42
mostram grande potencial para aplicacdes biotecnoldgicas, incluindo controle biologico de
patogenos de plantas, devido ao seu crescimento rapido e vigoroso.

Por outro lado, isolados com menor desempenho, como IF136a e IF136b, podem ser
explorados em condicdes especificas que demandem menor agressividade micelial, como em
interagdes simbidticas mais estaveis. A analise integrada dos pardmetros (didmetro, AACPCM
e TCM) refor¢a a importancia de selecionar isolados adaptados as condi¢des-alvo para
maximizar a eficacia em aplicagdes praticas.

Sob as condig¢des de estresse salino (BDA+NaCl) e osmotico (BDA+Sorbitol), os
isolados demonstraram redu¢do no crescimento comparado ao meio controle (BDA), no
entanto, essa diferenca entre os tratamentos nao foi estatisticamente significativa. O estresse
salino resultou em um crescimento médio de 194,7 mm no 7° DAI, enquanto o estresse osmotico
apresentou 198,6 mm no mesmo periodo, sugerindo uma menor tolerdncia ao NaCl em relagao
ao Sorbitol. No entanto, a diferenca entre os tratamentos nao foi significativa para as variaveis
AACPCM e TCM, indicando uma resposta semelhante entre os tipos de estresse (Tab. 4).

Nos primeiros dias apos a inoculagao (1° DAI e 2 ° DAI) o meio suplementado com
sorbitol apresentou atividade fisioldgica maior estatisticamente se comparado aos meios BDA
e BDA+NaCl, ndo apresentando efeito inibitorio e sim potencializador (Tab. 4)

A interacdo entre isolado e tipo de estresse apresentou efeito significativo para todas as
variaveis analisadas (p <0,05), evidenciando que a resposta ao estresse ¢ dependente do isolado.
O teste F revelou diferengas significativas no crescimento em todos os DAI, com destaque para

os fatores isolado e estresse, além de sua interacao (Tab. 2).
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A tabela 2 apresenta a influéncia dos fatores isolados, tipo de estresse e a interagdo
isolado X tipo de estresse no crescimento micelial ao longo dos sete dias de avaliacdo (DAI),
bem como na AACPCM e na TCM.

O fator isolado apresentou efeito significativo (p < 0,01) em todos os dias analisados,
bem como para AACPCM e TCM, destacando que os diferentes isolados de Trichoderma spp.
apresentam variagdes estatisticamente relevantes no crescimento micelial. Dessa forma,
demonstra-se que o crescimento micelial depende diretamente da linhagem utilizada, sendo um
fator determinante na competitividade dos isolados.

Por outro lado, o tipo de estresse influenciou no crescimento micelial apenas nos dois
primeiros dias (1° DAl e 2° DAL p < 0,01). A partir do 3° DAI até o 7° DAL assim como para
AACPCM e TCM, os valores F ndo foram significativos (p > 0,05), indicando que o impacto
inicial do estresse ndo aumentou ao longo do tempo.

J& a interagdo de isolado x tipo de estresse apresentou valores F significativos (p <0,01)
em todas as avaliagdes, evidenciando que a resposta dos isolados ao estresse variou de maneira
significativa nas diferentes espécies de isolados.

A redugdo no crescimento em meios suplementados com NaCl e Sorbitol refor¢a que
Trichoderma spp. apresenta sensibilidade a estresses abidticos, mas com variagdes entre
isolados. Estudos prévios destacam que o acimulo de solutos compativeis pode ser uma
estratégia utilizada por fungos para tolerar estresses osmoticos. Os isolados menos afetados
pelo estresse osmotico (BDA+Sorbitol) podem ser candidatos para aplicagdo em solos salinos
ou regides aridas, dado seu desempenho superior comparado ao NaCl.

A analise estatistica corroborou a robustez dos resultados, com diferengas significativas
que destacam a importancia de selecionar isolados especificos para condigdes ambientais
adversas. Ademais, a avaliagdo do crescimento micelial por meio de AACPCM e TCM
demonstrou ser eficaz para caracterizar a resposta diferencial dos isolados aos estresses
testados.

Os resultados obtidos no presente trabalho, que evidenciaram a variabilidade entre os
isolados de Trichoderma spp. em resposta a estresses osmoticos e salinos, estdo alinhados com
estudos anteriores que destacam a plasticidade adaptativa desse género.

Segundo Harman et al. (2004), Trichoderma spp. ¢ conhecido por sua habilidade em se
adaptar a diferentes condigdes ambientais, incluindo estresses abidticos, devido a sua
capacidade de modular vias metabdlicas relacionadas a homeostase osmética e producdo de
metabolitos secundarios. Esses mecanismos podem explicar as diferencgas observadas entre os

i1solados testados neste estudo, especialmente na resposta ao Sorbitol e ao NaCl.
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No contexto de estresse salino, trabalhos como o de Khan et al. (2011) evidenciam que
altas concentragoes de NaCl impactam negativamente o crescimento de fungos benéficos,
incluindo Trichoderma spp., devido ao aumento na osmolaridade do meio, o que dificulta a
absor¢ao de nutrientes e a manutengao da pressao de turgor. Neste estudo, a menor AACPCM
e TCM nos meios suplementados com NaCl corroboram tais achados, sugerindo que esse
estresse afeta diretamente o metabolismo basal dos isolados, mesmo em concentragdes
moderadas.

Por outro lado, a melhor performance de alguns isolados no meio suplementado com
Sorbitol pode ser explicada pela menor toxicidade osmoética desse composto, como sugerido
por Benitez et al. (2004). O Sorbitol ¢ frequentemente usado como agente osmotico em
experimentos para simular estresse hidrico, mas sem os efeitos deletérios adicionais causados
por ions, como ocorre com o NaCl. Nesse contexto, os isolados IF 84 e IF 299b demonstraram
maior tolerancia, destacando seu potencial para aplicacdo em condigdes de estresse osmoético
moderado.

Essa resposta dos isolados ao sorbitol pode ser melhor compreendida considerando as
propriedades bioquimicas desse composto, encontradas na literatura. Diversos estudos apontam
o sorbitol como um osmoprotetor (Frost et al., 1995; Gorka-Nie¢ et al., 2010; Gucwa et al.,
2018; Jiménez-Arias et al., 2021;) pois ele atua na estabilizagao de protoplastos de fungos (Frost
et al., 1995).

Além disso, esse composto € utilizado em estudos relacionados a arquitetura da parede
fingica e ao mecanismo de acdo de antifungicos (Frost et al, 1995), sendo amplamente
incorporado em meios de cultura especificos ao crescimento de mutantes com alteragoes
estruturais na parede celular (Goérka-Nie¢ et al., 2010). No entanto, o cultivo em ambientes com
alta osmolaridade, promovido pela presenga de sorbitol, pode induzir estresse osmotico e
provocar alteracdes significativas no metabolismo celular (Gorka-Nie¢ et al., 2010).

Diante disso, o melhor desempenho observado de certos isolados na presenca de sorbitol
pode indicar que, na concentracdo utilizada, o composto ndo estd atuando como agente
estressor, mas sim como osmoprotetor. Isso sugere que os efeitos benéficos apresentados nao
derivam de uma resposta adaptativa ao estresse, mas de uma resposta favoravel do ambiente de
cultivo fornecidas pelo sorbitol.

Considerando esse aspecto, ¢ entendido que a concentracdo empregada tenha sido
insuficiente para provocar um estresse osmotico real, atuando principalmente como um agente

estabilizador do ambiente fingico.
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Adicionalmente, estudos indicaram que a resposta de Trichoderma spp. ao estresse pode
envolver outros mecanismos fisioldgicos além da simples osmoprotecao fornecida pelo
sorbitol. O trabalho de Woo et al. (2014) aponta que a tolerancia de Trichoderma spp. a
condigdes adversas esta relacionada a produgao de enzimas antioxidantes e proteinas de choque
térmico (HSPs). Assim, isolados com maior crescimento, mesmo sob estresse, podem
apresentar maior expressdo desses genes adaptativos, o que seria interessante investigar em
estudos futuros.

Outro aspecto relevante ¢ a aplicagdo pratica dos isolados mais tolerantes. De acordo
com Monteiro et al. (2018), a utilizacdo de Trichoderma spp. como agente de controle biologico
em solos salinizados ou com baixa disponibilidade hidrica ¢ uma estratégia promissora para
manter a sanidade das culturas agricolas. Os isolados identificados neste estudo como mais
tolerantes ao NaCl ou ao Sorbitol poderiam ser avaliados em ensaios de campo para validar seu
desempenho em condigdes reais.

Por fim, a diversidade de resposta entre os isolados, como observado neste estudo,
também foi destacada por Contreras-Cornejo et al. (2016), que relataram que diferengas na
origem geografica e no hospedeiro podem influenciar a adaptacdo de Trichoderma spp. a
estresses ambientais. A variabilidade observada entre os isolados coletados em diferentes

regides refor¢a a importancia de selecionar linhagens locais para aplicagdes especificas.

Tabela 2. Valor F dos fatores isolado, tipo de estresse e interagao isolado tipo de estresse e
1solado, nos diferentes dias apos a inoculagdo (DAI), area abaixo da curva de progresso do
crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial (TCM)

Fatores Valor F
1 DAI 2 DAI 3IDAI 4DAI 5DAI 6 DAI 7 DAI AACPC TCM
Tsolado 19,6316: 11,2194: 15,6230: 17,5862: 14,0007%* 13,4260: 13,1650: 15,35[09: 12,9600:
Tipo de Estresse 12,1200*% 12,7210%  2,2014™  0,8416" 0,6250™  0,4056™  0,3538™  [,3011™  0,1509"
* *
Isolado*Tipo de 1,8412%*  2,0328%* 50233%* 5 (88g%* 760,9000: 43897%%  42110%% 4,8148%* 3.4790%*

estresse
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Tabela 3. Médias do diametro da coldnia (mm) em diferentes dias de avaliagdo, area abaixo da
curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial (TCM)

de diferentes isolados de Trichoderma spp. *

Ord. Isolados Diimetro da colonia (mm) em dias apos a inoculacio (DAI) AACPCM TCM
1 2 3 4 5 6 7 (mnll)dia‘

1 IF42 236 b 62,0a 8933a 1198 a 153,2a 186.8a 219.7a 73233 a 0,03b

2 IF84 30,4 a 76,0a 90,0a 1379 a 172,1a 206,2a 240,0a 83144a 0,03b

3 IF12la 298 a 687a 86,6a 1108 a 1403a 169,6a 1989a 690,11 a 0,04b

4 [IF121b 29,8 a 08,7a 86,6a 1108 a 1403a 169,6a 1989a 690,11 a 0,04b

5 |1IF 136a 19,7 ¢ 48,0a 784b 1009 b 1229b 155,1b 186,9a 608,11 b 0,04b

6 IF 136b 19,7 ¢ 48,0a 78.4b 1009 b 1229b 155la 1869b 608,11b 0,04b

7 1IF 299a 298 a 699a 90,0a 120,8a 151,3a 182,1a 212,7a 73511 a 0,03b

§ IF 299 298 a 099a 90,0a 120,8a 151,3a 182,1a 212,7a 73511 a 0,03b

9 TIF 300a 23,6 b 644a 85,0a 112.8 a 145,1a 177,6a 209,8a 701,11 a 0,03b
10 IF 300b 236 b o644a 85,0a 1128 a 145,la 177,6a 209.8a 701,11a 0,03b

11 IF 302a 29,78a  65,7a 75,0b 87,8b 109.9b 1332b 159,lb 565,8b  0,05a

12 IF 302b 29,78a  65,7a 75,0b 87.8b  1099b 1332b 159,1b 565,8b  0,05a

13 1IF 303a 28,56a 66,1a 69,7b 90,0b 115,6b 1414b 167,0b 580,8b  0,04a

14 1IF 303b 28,56a 66,la 69,7b 90,0b 115,6b 1414b 167,0b 580,8b  0,04a

15 1IF 304a 27,11a  62,6a 67,9b 89.9b 116,7b 1429b 169,7b 578l b 0,04a

16 IF 304b 27,11a  62,6a 67.9b 89.9b 113,6b 139,6b 1659b 5698 b  0,05a

17 1IF 305a 23,89b 59,7a 70,.9b 90,0b 118,7b 147.2b 1759b 5862 b  0,04a
18 IF 305b 23,89b 59,7a 76,3b 104,8b 135,1a 165,6a 1959a 651,2b  0,04b
19 1IF 306 26,11b  65,2a 90,0a 122,6a 154,7a 187,la 219,3a 742,1 a  0,03b
20 IF 307 24,06b 64,7a 89,4a 120,0a 1529a 186.,la 219,0a 7343 a 0,03b
21 IF 308 23,67b 644a 90,0a 123,6a 1573a 190,9a 224,6a 7504 a 0,03b
22 IF 309 25,83b  66,7a 90,0a 122,7a 155,3a 188,0a 2204a 7456 a  0,03b
23 IF 310 25.78b  6l,0a 90,0a 122,3a 154.4a 186,8a 218,7a 736,7a 0,03b
Teste de Normalidade (Shapiro) 0,9848* 0,9477*  0,8470™  0,8689™  0,8807™ 0,8858™ 0,8812™ 10,7008™ 0,8905™
Teste de Homogeneidade 40,2680* 113,95%* 2258500™ 270,8200™ 2359500 206,7800™ 192,0400™ 244 3900™ 184,1200™
?Vait‘:?) 10,18 11,61 11,20 12,25 12,70 12,01 11,28 10,84 14,86
Teste F (Anova) 6,7658** 3,1028** 3,7270** 4,3921** 4,2407** 4,3876** 4,5769**  4,2762** 5,5038**
47,1429%*%  46,0985%*  49,2665%*

Coeficiente de Friedman 50,5018**45,2301**  17,4723* 39,2631* 43,7661** 46,3100**

*Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si (P~0,05)
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Figura 5. Representacao dos isolados de Trichoderma spp. com maiores atividades fisioldgicas.
A. isolados com maior ¢ menor area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial
(AACPCM) no experimento, B. Curva de progresso do didmetro de coldonia (mm) dos isolados
com maior ¢ menor AACPCM em diferentes dias de avaliagdo.
Tabela 4. Médias do diametro da colonia (mm) em diferentes dias de avaliagdo, area abaixo
da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial
(TCM) de diferentes tipos de estresses avaliados sobre o crescimento de isolados de 7Trichoderma
spp. *
Tipo de estresse Didmetro da colonia (mm) em dias apés a inoculacio (DAI) AACPC TCM
1 2 3 4 5 6 7 M (m“})‘ha'
Meio BDA 259 b 625 b 83,2 a 1093 a 1378 a 1679 a 1987 a 6727 0,040 a
Meio BDA+NaCl 246 b 60,8 b 798 a 1058 a 1345 a 1647 a 1947 a 6552 0,040 a
Meio 28,1 a 684 a 798 a 1097 a 1391 a 1689 a 1986 a 6835 0,040 a
BDA+Sorbitol
Teste de Normalidade ~ 0,9593®  0,9466™ 0,8490® 08167  08803*  0,8986™ 09045 0,8716% 0.8784%
(Shapiro)
Teste de 1,0576** 355610 6,0971%  4,3604*%  49054%%  53771™ 48507 9,3756% 10,2070*
Homogeneidade
(Bartlett)
CV (%) 15,52 1455 1555 17,94 18,06 17.10 16,17 15,51 21.82
Teste F (Anova) 12,1200 12,7210  2,2014™  0,8416™  0,6250™  0,4056™  0,3538" 13011 0,1509"
* *
Coeficiente de 0,6667" 06667 0,6667"  0,6667"  0,6667" 06667 06667 0,6667% 0,6667™

Friedman

*Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si (P~0,05)



Tabela 5. Contraste da area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial entre o
fator isolado x fator tipo de estresse™.
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Isolados Area abaixo da curva de progresso do cresci icelial (AACPCM)

BDA NaCl Sorbitol
IF 84 1024 aA 738 aB 738 aB
IF 308 754 aA 751 aA 750 aA
IF 42 748 aA 757 aA 748 aA
IF 309 744 aA 744 aA 748 aA
IF 310 741 aA 738 aA 730 bA
IF 121b 742 aA 731 aA 595 bB
IF 121a 742 aA 731 aA 595 bB
IF 306 738 aA 744 aA 744 aA
IF 299a 742 aA 737 aA 729 bA
IF 299b 742 aA 737 aA 729 bA
IF 300a 731 aA 583 bB 741 aA
IF 300b 731 aA 583 bB 741 aA
IF 307 740 aB 744 aA 757 aA
IF 305b 586 bA 563 bB 573bA
IF 305a 586 bA 563 bA 573 cA
IF 303b 591 bA 570 bA 584 cA
IF 303a 591 bA 570 bA 584 cA
IF 304b 581 bA 564 bA 580 cA
IF 304a 579 bA 564 bA 584 cA
IF 302a 485 cA 592 bA 601 bA
IF 302b 485 cA 592 bA 601 bA
IF 136a 470 cB 520 bB 736 aA
IF 136b 470 cB 520 bB 736 aA
C.V. (%) 7,82
P-Valor Isolado <0,001
P-Valor Tipo de Estresse <0,001
P-Valor Isolado*Tipo de Estresse <0,001

* Medianas seguidas de mesma letra mintiscula na coluna e maitscula na linha nio se diferem entre si pelo teste

ScottKnott ranqueado a P~0,05.

900
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=
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IF 121a IF 121b IF 136a IF 136b IF 299a IF 299b IF 300a IF 300b IF 302a IF 302b IF 303a IF 303b IF 304a IF 304bIF 305a IF 305b IF 306 IF 307 IF 308 IF 309 IF 310

Isolados de Trichoderma sp.

IF42 IF 84

Figura 6. Area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) em fungao
do tipo de estresse para todos os isolados testados.
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Figura 7. Biplot contendo scores médios de 23 isolados submetido a nove variaveis explicativas
no tipo de estresse BDA (A), estresse NaCl (B) e estresse sorbitol (C) e D. todos os anteriores
(D). Crescimento micelial dias ap6s inoculagao (D1, D2, D3, D4, DS, D6, D7), taxa de
crescimento micelial (mm.dia™') (TCM) e 4rea abaixo da curva de progresso do crescimento
micelial (mm) (AACPCM); B. Crescimento micelial dias apds inoculacao (D1, D2, D3, D4,
D5, D6, D7), taxa de crescimento micelial (mm.dia') (TCM) e 4rea abaixo da curva de
progresso do crescimento micelial (mm) (AACPCM); C. Crescimento micelial dias apos
inoculagdo (D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7), taxa de crescimento micelial (mm.dia™") (TCM) e
area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (mm) (AACPCM); D. Crescimento
micelial dias apds inoculagdo (D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7), taxa de crescimento micelial
(mm.dia') (TCM) e 4rea abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (mm)
(AACPCM).
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Figura 8. Andlise de agrupamento com base na distancia Euclidiana entre 23 isolados sob efeito
do tipo de estresse BDA (A), estresse de NaCl (B), estresse de sorbitol (C) e todos os tipos
simultaneamente (D). A. agrupados sob a influéncia do crescimento micelial dias apds
inoculagdo (D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7), taxa de crescimento micelial (mm.dia™") (TCM) e
area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (mm) (AACPCM); B. agrupados
sob a influéncia do crescimento micelial dias apos inoculacao (D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7),
taxa de crescimento micelial (mm.dia!) (TCM) e 4rea abaixo da curva de progresso do
crescimento micelial (mm) (AACPCM); C. agrupados sob a influéncia do crescimento micelial
dias apos inoculagio (D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7), taxa de crescimento micelial (mm.dia™)
(TCM) e area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (mm) (AACPCM); D.
agrupados sob a influéncia do crescimento micelial dias apds inoculacdo (D1, D2, D3, D4, DS,
D6, D7), taxa de crescimento micelial (mm.dia-1) (TCM) e area abaixo da curva de progresso
do crescimento micelial (mm) (AACPCM).
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CONCLUSOES

Os resultados demonstraram a variabilidade de isolados de Trichoderma spp.,
evidenciando diferengas fisiologicas e genéticas entre as linhagens. Os isolados 1F84 e 1F42
destacam-se pelo rapido crescimento ¢ maior AACPCM, mostrando potencial para aplicacdes
biotecnoldgicas, como controle bioldgico de fitopatdgenos. Por outro lado, isolados como
IF136a e IF136b apresentaram crescimento mais lento, podendo ser explorados em ambientes
que apresentem menor agressividade micelial, como interagdes simbidticas mais benéficas.

A exposicdo aos tipos de estresse apresentou uma reducao no crescimento micelial no
sétimo dia de experimento quando comparado a testemunha, mas sem diferencas estatisticas
significativas, tanto no DAI, quanto para as variaveis AAPCCM e TCM. No entanto, a interacao
entre isolado e tipo de estresse, mostraram que os isolados apresentaram respostas diferentes.

O estresse salino impactou mais no crescimento dos isolados, possivelmente devido ao
efeito toxico dos ions Na* e Cl, enquanto o estresse osmotico teve um efeito menos agressivo,
mostrando maior desempenho dos isolados expostos a ele.

Os resultados deste estudo corroboram com a literatura existente, que destaca
Trichoderma spp. como um género altamente versatil e adaptavel. O desempenho diferencial
entre os isolados em resposta aos estresses salino e osmotico ressalta o potencial de selegao de
linhagens especificas para manejo biologico em ambientes adversos.

Os resultados reforcam o potencial de Trichoderma spp. para utilizacdo em programas
de manejo bioldgico, especialmente em ambientes com estresses osmoticos ou salinos. A
identificacdo de isolados mais tolerantes contribui para o desenvolvimento de solugdes
adaptadas as demandas agricolas modernas. Estudos futuros podem explorar a caracterizagao
molecular dos mecanismos de tolerancia e a aplicacdo dos isolados mais promissores em

condi¢des de campo.
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