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RESUMO GERAL

MESQUITA, N.L.S. Trichoderma spp. na promoc¢ao do crescimento de plantas e
biologia da infeccdo por Teratosphaeria epicoccoides em plantas de eucalipto,
Vitoria da Conquista - BA, UESB, 2024. 65p. (Tese: Doutorado em Agronomia; Area
de Concentragdo: Fitotecnia)*

A deficiéncia hidrica e as doencas foliares sdo os principais fatores que afetam o
crescimento e produtividade do eucalipto. A ampla expansdo do seu cultivo em regides
com baixo indice pluviométrico tem ocasionado a necessidade de utilizacdo de
estratégias para mitigar os efeitos da deficiéncia hidrica. Quanto a ocorréncia de
doengas, a identificacdo do agente causal e o entendimento do patossistema s&o
fundamentais para determinacao de métodos adequados de manejo. Nessa perspectiva, o
estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar efeitos de inoculagbes com
Trichoderma asperellum e Trichoderma harzianum na mitigacdo dos efeitos da
deficiéncia hidrica em plantas de Eucalyptus urophylla cultivadas em vasos e sobre seu
crescimento em campo (1) e identificar a espécie de Teratosphaeria associada a mancha
foliar encontrada em plantacGes de eucalipto no municipio de Montezuma-MG e
caracterizar o processo de infeccdo (2). No primeiro estudo (1), as plantas foram
avaliadas quanto aos pardmetros morfofisiologicos, indicadores do estado hidrico,
trocas gasosas e aspectos bioquimicos e metabolicos. Em plantas cultivadas em vaso,
inoculages com T. asperellum e T. harzianum ndo mitigaram os efeitos da deficiéncia
hidrica sobre o crescimento das plantas, no entanto, independente do regime hidrico,
esses microrganismos proporcionaram maior atividade fotossintética, eficiéncia do uso
da agua e aumento dos teores de acUcares solGveis e aminoacidos. Em condicdes de
campo o numero de folhas, altura de plantas e didmetro do caule foram maiores e 0s
teores de acUcares redutores e sollveis e de amido menores sob inoculagdo com T.
asperellum e T. harzianum, evidenciando uma maior demanda energética direcionada
para o crescimento das plantas. No segundo estudo (2) um patégeno foi isolado a partir
de amostras foliares obtidas em plantios de eucalipto com sintomas tipicos da mancha
foliar de Teratosphaeria. Os conidios eram similares aos de Teratosphaeria
epicoccoides, sendo hialinos a marrom-claros, levemente curvados, com dimensdes de
54 x 5 um e com 4 septos em sua maioria. Sintomas tipicos da infeccdo por T.
epicoccoides foram observados 30 dias apds inoculagdo em mudas de eucalipto,
caracterizados pela ocorréncia de lesdes angulares restritas as folhas basais das plantas.
Os conidios infectam as plantas através do poro estomatico. As hifas colonizam os
espacos intercelulares, ocasionando desestruturacdo do mesofilo e reatividade de células
do parénquima palicadico. Em meio de cultura, as col6nias possuem crescimento lento.
A esporulacdo ocorre, tanto em meio suco de tomate temperado como em batata
dextrose agar. O patdgeno sobrevive por até nove meses em folhas armazenadas.

Palavras-chave: Estresse hidrico; Trichoderma asperellum; Trichoderma harzianum;
Phaeophleospora epicoccoides; patogenicidade; sintomatologia

*Qrientador: Dr. Quelmo Silva de Novaes, UESB e Coorientador: Dr. Carlos André
Espolador Leitdo, UESB.
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GENERAL ABSTRACT

MESQUITA, N.L.S. Trichoderma spp. in plant growth promotion and biology of
Teratosphaeria epicoccoides infection in eucalyptus plants, Vitoria da Conquista -
BA, UESB, 2024. 65p. Thesis: Doctor Science in Agronomy; Area of Concentration:
Crop Science)*

Water deficit and leaf diseases are the main factors affecting eucalyptus growth and
productivity. The widespread expansion of eucalyptus cultivation in regions with low
rainfall has led to the need for strategies to mitigate the effects of water deficit.
Regarding the occurrence of diseases, identifying the causal agent and understanding
the pathosystem are essential to determine appropriate management methods. In this
perspective, the study was developed with the objective of evaluating the effects of
inoculations with Trichoderma asperellum and Trichoderma harzianum in mitigating
the effects of water deficit in Eucalyptus urophylla plants grown in pots and on their
growth in the field (1) and identifying the Teratosphaeria species associated with leaf
spot found in eucalyptus plantations in the municipality of Montezuma-MG and
characterizing the infection process (2). In the first study (1), plants were evaluated for
morphophysiological parameters, indicators of water status, gas exchange, and
biochemical and metabolic aspects. In potted plants, inoculations with T. asperellum
and T. harzianum did not mitigate the effects of water deficiency on plant growth.
However, regardless of the water regime, these microorganisms provided greater
photosynthetic activity, water use efficiency, and increased levels of soluble sugars and
amino acids. Under field conditions, the number of leaves, plant height, and stem
diameter were higher, and the levels of reducing and soluble sugars and starch were
lower under inoculation with T. asperellum and T. harzianum, evidencing a greater
energy demand directed toward plant growth. In the second study (2), a pathogen was
isolated from leaf samples obtained from eucalyptus plantations with typical symptoms
of Teratosphaeria leaf spot. The conidia were similar to those of Teratosphaeria
epicoccoides, being hyaline to light brown, slightly curved, measuring 54 x 5 um, and
both with 4 septa in most cases. Typical symptoms of infection were observed 30 days
after inoculation in eucalyptus seedlings, characterized by the occurrence of angular
lesions restricted to the basal leaves of the plants. The conidia infect the plants through
the stomatal pore. Hyphae colonize the intercellular spaces, causing mesophyll
disruption and reactivity of palisade parenchyma cells. In culture medium, colonies
grow slowly. Sporulation occurs both in seasoned tomato juice medium and in potato
dextrose agar. The pathogen survives for up to nine months in stored leaves.

Keywords: Water stress; Trichoderma asperellum; Trichoderma harzianum;
Phaeophleospora epicoccoides; pathogenicity; symptomatology

*Advisor: Dr. Quelmo Silva de Novaes, UESB e Coadvisor: Dr. Carlos André
Espolador Leitdo, UESB.
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1 INTRODUCAO GERAL

No Brasil, as florestas plantadas ocupam uma area de cerca de 9,55 milhdes de
hectares, dos quais cerca de 78% correspondem a plantacdes de eucalipto, que estdo
localizadas principalmente nos estados de Minas Gerais (27,6%), Sdo Paulo (18,1%),
Mato Grosso do Sul (15,1%) e Bahia (7,8%) (IBA, 2021).

O cultivo de eucalipto tem se expandindo e alcancado regides com alto estresse
hidrico, onde se encontram as novas fronteiras florestais e, nessas condicdes, os hibridos
como o de E. urophylla x E. grandis sdo os gendtipos mais recomendados (Goncalves et
al., 2017). De acordo com Elli et al. (2019), o crescimento do eucalipto é influenciado
por fatores bidticos e abioticos, dos quais a deficiéncia hidrica e o manejo florestal
subotimo representam a principal causa de lacunas de crescimento dessas plantas no
Brasil. Em plantas jovens de eucalipto a deficiéncia hidrica ocasiona reducéo de altura,
didmetro do caule, area foliar e massa seca total (Martins et al., 2008; Klippel et al.,
2013; Soares et al., 2022), comprometendo o estabelecimento de povoamentos
florestais.

Sob condicBes de deficiéncia hidrica plantas de eucalipto possuem mecanismos
de controle estomatico que reduzem a taxa de transpiracdo, minimizando a perda de
agua (Pita e Pardos, 2001; Fernandes et al., 2015). No entanto, a reduc¢do na condutancia
estomatica pode limitar a difusdo de CO3, afetando a fotossintese (Mendes et al., 2013).
A deficiéncia hidrica também pode afetar a sintese de pigmentos fotossintéticos
resultando em menor conteido de clorofilas (Utkhao e Yingjajaval, 2015; Tariq et al.,
2018) e reducdo da eficiéncia fotoquimica ocasionando o acimulo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e estresse oxidativo (Tariq et al., 2018). Em funcdo da deficiéncia
hidrica, plantas de eucalipto também podem realocar de recursos da parte aérea para a
raiz, para aumentar a absorcdo de agua (Ndia Junior et al., 2020), e promover 0 ajuste
osmatico por meio do acimulo de solutos compativeis, como aclcares e prolina, e
aumentar a atividade de enzimas antioxidantes (Shvaleva et al., 2006; Merchant et al.,
2010).

Fungos do género Trichoderma s@o conhecidos por seu efeito de promogéo de
crescimento em plantas e algumas espécies tém demonstrado eficiéncia na promocao de
crescimento de mudas de eucalipto (Azevedo et al., 2017; Siregar et al., 2022). No
entanto, estudos envolvendo a utilizacdo de Trichoderma na tolerdncia & deficiéncia

hidrica ainda ndo foram conduzidos.
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Em geral, o efeito benéfico de Trichoderma na tolerdncia das plantas a
deficiéncia hidrica tem sido relacionado a sua capacidade de promover o crescimento
das raizes, aumentando a absor¢do de agua (Bae et al., 2009; Shukla et al., 2012;
Cornejo-Rios et al., 2021) e maior expressao de enzimas antioxidantes que conferem
maior capacidade de eliminar EROs (Mastouri et al., 2012; De Palma et al., 2021;
Scudeletti et al., 2021). Os efeitos positivos de Trichoderma spp. no crescimento e
desenvolvimento vegetal também podem ser relacionados a sua capacidade de induzir a
sintese de fitohorménios (lllescas et al., 2021), producdo de osmadlitos (Alwhibi et al.,
2017; Zhang et al., 2019) e acidificacdo da rizosfera produzindo acidos organicos que
podem solubilizar fosfatos, micronutrientes e cations minerais (Gomez e Torre, 1994;
Harman et al., 2006).

Além da deficiéncia hidrica, a ocorréncia de doencas foliares é um fator que
afeta o crescimento e produtividade do eucalipto, principalmente quando as condicdes
de manejo florestal ndo sdo adequadas, o que torna as plantas mais suscetiveis a
patdgenos.

A mancha foliar de Teratosphaeria é uma doenca foliar de importancia
econbmica para plantacdes de eucalipto, pois ocasiona manchas foliares e desfolha
prematura (Taole et al., 2012; Andjic et al., 2019). A doenca € associada a varias
espécies de Teratosphaeria (Andjic et al., 2019), sendo T. epicoccoides, T. destructans
e T. eucalypti os patégenos mais importantes (Andjic et al., 2007). No Brasil, cerca de
nove espécies foram relatadas associadas a doenca, sendo T. epicoccoides, T. nubilosa,
T. suberosa, T. suttonii, T. ohnowa, T. perpendicularis, T. pseudafricana, T. flexuosa e
T. pseudoeucalypti (Mafia e Alfenas, 2003; Alfenas et al., 2009; Crous et al, 2006;
Pérez et al., 2009, Candido et al., 2014).

Dentre as espécies, Teratosphaeria epicoccoides (MycoBank, 437456) se
destaca, devido a sua ampla ocorréncia no mundo em diversas espécies de eucalipto
(Andjic et al., 2019). A infeccdo de T. epicoccoides inicia-se com penetragdo através
dos estbmatos. As hifas do patdgeno crescem nos espacgos intercelulares e continuaram a
se desenvolver até ocorrer a morte da célula hospedeira (Solis et al., 2022).

Os sintomas causados por T. epicoccoides se iniciam com lesdes angulares, de
cor verde-claro que evoluem para marrom arroxeadas, em ambas as faces da folha, de
forma dispersa ou agrupadas no limbo foliar. Com o desenvolvimento da doenca, pode
ocorrer intensa desfolha, deixando a planta apenas com as folhas novas (Old et al.,
2003; Mafia e Alfenas, 2009; Vieira Janior et al., 2014). Embora T. epicoccoides seja
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comumente encontrado em folhagens mais antigas, causando poucos danos, este fungo
foi encontrado causando danos significativos em folhas jovens de alguns clones de E.
grandis (Knipscheer et al., 1990) e aos clones de E. grandis e E. grandis xE.
camaldulensis (Carnegie, 2007).

Nesse sentido, os objetivos do estudo foram avaliar o efeito de inoculagdes com
Trichoderma asperellum e Trichoderma harzianum na mitigagdo dos efeitos da
deficiéncia hidrica em plantas de Eucalyptus urophylla cultivadas em vasos e sobre seu
crescimento em campo (1) e identificar a espécie de Teratosphaeria associada a mancha
foliar encontrada em plantacGes de eucalipto nos municipios de Montezuma-MG e

Vitéria da Conquista-BA e caracterizar o processo de infeccao (2).
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3 Trichoderma spp. na mitigacao da deficiéncia hidrica e crescimento de plantas de

Eucalyptus urophylla

RESUMO

Trichoderma spp. promovem alteracbes fisioldgicas e bioquimicas em plantas que
podem resultar em maior crescimento e mitigacdo dos efeitos da deficiéncia hidrica.
Neste estudo, avaliou-se o efeito de inoculagcbes com Trichoderma asperellum e
Trichoderma harzianum na mitigacdo dos efeitos da deficiéncia hidrica em plantas de
Eucalyptus urophylla cultivadas em vasos e sobre seu crescimento em campo. Um
estudo foi conduzido em ambiente protegido sob esquema fatorial 3 x 2, sendo o
primeiro fator constituido por inoculagdo com Trichoderma asperellum (TA),
Trichoderma harzianum (TH) e controle (C); e o segundo por dois regimes hidricos,
com 30 e 90% da capacidade de vaso, caracterizados, respectivamente, com e sem
deficiéncia hidrica (CD e SD). As plantas foram avaliadas quanto aos parametros
morfofisiolégicos, indicadores do estado hidrico, trocas gasosas e aspectos bioquimicos
e metabolicos. Em campo, foram montados trés experimentos individuais, constituidos
pela inoculacdo das mudas com, T. asperellum (TA), T. harzianum (TH) e controle (C).
Apo6s 90 dias do transplantio, avaliou-se altura, nimero de folhas e diametro do caule
das plantas. Aos 270 dias, discos foliares foram coletados para determinacdo dos teores
de pigmentos fotossintéticos e amostras foliares foram coletadas para determinacéo dos
teores de acUcares totais e redutores, amido e prolina. Sob regime hidrico com
deficiéncia hidrica o crescimento das plantas, potencial hidrico foliar, teor relativo de
agua na folha e trocas gasosas foram menores e os teores de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico e peréxido de hidrogénio maiores comparado a plantas sem
deficiéncia hidrica. Inoculacdes com T. asperellum e T. harzianum ndo mitigaram o0s
efeitos da deficiéncia hidrica sobre o crescimento de plantas de eucalipto, no entanto,
independente do regime hidrico, esses microrganismos proporcionaram maior atividade
fotossintética, eficiéncia do uso da agua e aumento dos teores de aglcares sollveis e
aminoacidos. Em condic¢Bes de campo o numero de folhas, altura de plantas e diametro
do caule foram maiores e os teores de acgUcares redutores e soluveis e de amido menores

sob inoculagdo com T. asperellum e T. harzianum.

Palavras-chave: eucalipto, estresse hidrico, respostas fisioldgicas, Tricoderma.
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3.1 INTRODUCAO

O cultivo de Eucalyptus spp. desempenha um papel fundamental no
fornecimento de produtos florestais, tais como a madeira, carvdo vegetal, resinas,
compensados, celulose e papel, a0 mesmo tempo em que alivia a pressdo sobre as
florestas nativas (Tupinamba-Simdes, 2022). No entanto, a seca € um fator ambiental
que limita o crescimento e a produtividade dessas plantas. Em Eucalyptus urophylla, a
restricdo hidrica ocasiona reducdo do potencial hidrico e do teor relativo de dgua nas
folhas, das trocas gasosas e 0s teores de acgUcares, amido e pigmentos fotossintéticos, e
aumento nos teores peroxido de hidrogénio e malonaldeido e do extravasamento de
eletrdlitos (Barros Junior et al., 2021; Santos et al., 2021; Soares et al., 2022). Essas
alteracdes interferem no crescimento e podem comprometer a sobrevivéncia das plantas,
principalmente nas etapas iniciais da implementacao da floresta.

O estabelecimento de relacdes simbidticas com Trichoderma spp. tem sido
explorado como uma estratégia de promocao de crescimento e mitigagcdo dos efeitos da
deficiéncia hidrica em plantas de arroz, cacau, cana-de acucar, milho, tomate e trigo
(Bae et al., 2009; Mastouri et al., 2012; Shukla et al., 2012; Guler et al., 2016; Mona et
al., 2017; Scudeletti et al., 2021). Sob condicdes de deficiéncia hidrica inoculacGes com
cepas de T. asperellum e T. harzianum resultaram em aumento da expressdo de enzimas
antioxidantes reduzindo os danos causados pelo acumulo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), aumento do teor de pigmentos fotossintéticos, regulacdo de trocas
gasosas e aumento da eficiéncia do uso da agua e absorcdo de nutrientes que, em
conjunto, resultam em maior crescimento das plantas (Mastouri et al., 2012; Estévez-
Geffriaud et al., 2020; Khoshmanzar et al., 2020; Scudeletti et al., 2021; Singh et al.,
2023).

Algumas espécies de Trichoderma promovem o crescimento de espécies
florestais (Griebeler et al., 2021). Em plantas de eucalipto, seus efeitos na promogéo de
crescimento e no controle de fitopatdgenos sdo amplamente relatados (Maciel et al.,
2012; Azevedo et al., 2017; Bandeira et al., 2023; Gomes et al., 2023), mas possiveis
mecanismos de tolerancia a deficiéncia hidrica ainda ndo sdo conhecidos. Em plantas de
Pinus massoniana submetidas a estresse hidrico a inoculagdo com T. longibrachiatum
reduziu os danos as membranas celulares e aumentou significativamente as atividades
das enzimas antioxidantes, o conteddo de substancias osmoticas e a fotossintese (Yu et
al., 2023). A mitigacdo dos efeitos da deficiéncia hidrica promovida por espécies de

Trichoderma, geralmente, esta relacionada a uma maior absor¢do de nutrientes (Gomez
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e Torre, 1994; Harman et al., 2006), o que resulta em maior crescimento das raizes e
melhor absor¢do de agua (Bae et al., 2009; Shukla et al., 2012). Além disso, aumenta a
expressdo de enzimas antioxidantes (Mastouri et al., 2012) e pode induzir a sintese de
fitohormonios (lllescas et al., 2021).

Considerando a hipotese de que a tolerancia das plantas de eucalipto a
deficiéncia hidrica e o crescimento sdo influenciados pela inoculagdo com espécies de
Trichoderma, o objetivo do estudo foi avaliar respostas morfofisioldgicas e bioquimicas
de plantas de Eucalyptus urophylla em funcé@o de regimes hidricos e inoculages com
Trichoderma asperellum e Trichoderma harzianum e o efeito da inoculacdo sobre o

crescimento inicial das plantas em condi¢des de campo.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Estudo em ambiente protegido: condi¢bes de cultivo e delineamento
experimental

O experimento foi conduzido em ambiente protegido com cobertura plastica e
tela antiafidica, na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, em Vitdria da
Conquista, Bahia, Brasil, no periodo de outubro a dezembro de 2021. A temperatura no
ambiente protegido durante o crescimento das plantas variou entre 19°C (minima) e
43°C (maxima), com média de 31°C. A umidade relativa média do ar foi de 61%.

Mudas sadias e uniformes de E. urophylla clone AEC 144 com 100 dias de
idade, medindo cerca de 25 cm de altura e com cerca de 10 folhas, foram utilizadas para
conducdo do experimento. As mudas foram transplantas para vasos plasticos com
capacidade para 15 dm?, preenchidos com substrato constituido de areia e solo de
barranco na proporcédo 2:1, sendo adubadas de acordo com a analise prévia do substrato,
que exibiu as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: pH = 4,9; matéria organica=6 g
dm3; P =1 mg dm3; K = 0,08 cmolc dm?; Ca = 0,6 cmolc dm=; Mg = 0,3 cmol. dm?;
H =2 cmolc dm™3; Al = 0,5 cmolc dm,

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente ao acaso (DIC), sob
esquema fatorial 3 x 2, sendo o primeiro fator constituido por inoculagdo com
Trichoderma asperellum (TA), Trichoderma harzianum (TH), e controle (C) (plantas
ndo inoculadas); e o0 segundo por dois regimes hidricos, com 30 e 90% da capacidade de
vaso caracterizados, respectivamente, com e sem deficiéncia hidrica (CD e SD). Foram

utilizadas quatro repeticGes e cada parcela experimental foi constituida por uma planta.

22



Para inoculacdo, as mudas foram retiradas dos tubetes e suas raizes imersas em
uma solucdo dos produtos comerciais a base de conidios de T. harzianum
(Trichodermil®, CEPA ESALQ 1306, 2 x 10° conidios viaveis mL?) e T. asperellum
(TrichobiolMax®, 1 x 10° UFC mL™) na concentragdo de 10 mL L, por 30 minutos
antes do transplantio. Posteriormente, foram adicionados 200 mL desta solucéo a cada
vaso. A implementacdo dos regimes hidricos foi realizada aos 30 dias apds transplantio
(DAT) e, a partir desse periodo, os vasos foram pesados diariamente e regados com
agua até atingirem 30 e 90% da capacidade de vaso, respectivamente.

Aos 60 DAT, as plantas foram avaliadas. Amostras foliares foram coletadas no
terco médio de cada planta, congeladas em nitrogénio liquido, liofilizadas e
armazenadas em freezer para posterior determinacdo do teor de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico e atividade das enzimas peroxidase do guaiacol (GPX) e superéxido
dismutase (SOD).

3.2.1.1 Parédmetros morfofisiol6gicos

Foram utilizados uma régua graduada e um paquimetro digital para medir o
crescimento em altura e didametro do colo, respectivamente. Para a area foliar total, foi
utilizado um medidor de &rea foliar (LICOR, LI-3100). A massa seca de parte aérea e
raizes foi determinada secando-se as amostras em estufa de ventilagdo forcada a 65 °C,

por 72 horas, e depois pesando-as.

3.2.1.2 Potencial hidrico foliar e teor relativo de 4gua

O potencial hidrico foliar foi determinado em horério pouco antes do amanhecer,
tomando-se como referéncia folhas adultas e completamente expandidas, localizadas na
parte mediana da planta, utilizando-se uma camara de pressdo (Modelo 1000, PMS)
(Scholander et al., 1965).

O teor relativo de adgua (TRA) foi determinado em uma folha oposta, tomando-
se como referéncia 10 discos (7 mm), extraidos do limbo foliar, com auxilio de um
perfurador, nos quais verificou-se a massa fresca (MF) instantanea; a massa targida
(MT), ap6s submersao dos discos foliares em agua deionizada por 24 h; e a massa seca
(MS), ap6s secagem em estufa com circulagédo forcada de ar, a 65 °C, até atingir massa
constante. O TRA foi calculado com base na formula proposta por Weatherley (1950):

MF — MS
TRA(%) = [

MT — MS] x100
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3.2.1.3 Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e peroxido de
hidrogénio

O nivel de peroxidagdo lipidica foi determinado pela reacdo do 4cido
tiobarbitarico (TBA), (Heath e Packer, 1968). O material foliar liofilizado (0,2 g) foi
homogeneizado em 10 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 0,1% e centrifugado a
10.000 rpm, por 5 min. A uma aliquota de 1 mL do sobrenadante foi adicionada a 4 mL
de TBA a 0,5% diluido em TCA a 20%. A mistura foi aquecida a 95 °C, por 30 min, e
entdo resfriada rapidamente em banho de gelo. Apos centrifugacdo a 10.000 rpm,
durante 10 min, a absorbancia do sobrenadante foi mensurada a 532 nm em
espectrofotobmetro (Biochrom WPA Lightwave 1) e o teor de TBARS calculado
usando-se seu coeficiente de absorcio de 155 mM™ cm™.

O teor foliar de peroxido de hidrogénio (H202) foi determinado de acordo com o
método descrito por Junglee et al. (2014), com algumas modifica¢fes. Para obtencdo do
extrato, 0,05 g de folhas liofilizadas foram adicionadas a 1 mL de &cido tricloroacético
(0,1%, p/v) e centrifugada a 10.000 rpm, por 10 min, a 4 °C. Posteriormente, 0,2 mL do
sobrenadante foi adicionado a 0,2 mL de tampdo fosfato de potassio (100 mM, pH 7,5)
e 0,8 mL de iodeto de potassio (1 mM). Para cada tratamento, um controle foi preparado
com agua deionizada em vez de iodeto de potassio para contabilizar a coloragdo do
tecido. Os tubos foram mantidos em temperatura ambiente, no escuro, por 1 hora, e a
absorbancia medida a 390 nm. A quantidade de peroxido de hidrogénio foi calculada

usando-se uma curva padrdo conforme Junglee et al. (2014).

3.2.1.4 Trocas gasosas da folha

As trocas gasosas foliares (fotossintese liquida (A), transpiracdo (E) e
condutancia estomatica (gs)) foram determinadas entre 8 e 11 h da manha utilizando-se
um analisador de gases por infravermelho (LI-COR, LI-6400XT). As avaliagdes foram
realizadas em folhas completamente expandidas, localizadas na porcdo mediana das
plantas. A eficiéncia intrinseca no uso da agua (EiUA) foi calculada pela razdo entre a

taxa de fotossintese liquida e a condutancia estomatica (EiUA = Ags™).

3.2.1.5 Pigmentos fotossintéticos
Os pigmentos fotossintéticos foram extraidos de acordo com a metodologia de
Hiscox e Israelstam (1979), utilizando-se quatro discos foliares (7 mm de diametro) e 4

mL de dimetilsulfoxido (DMSOQO) saturado com carbonato de céalcio. Os teores de
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clorofila a e carotenoides foram determinados de acordo com o método de Wellburn

(1994), tendo como referéncia os comprimentos de onda de 664 e 480 nm.

3.2.1.6 Teor de acUcares redutores, acucares solUveis e amido

Os teores de acucares redutores e sollveis foram quantificados em extratos
obtidos de 0,2 g de folhas secas trituradas, que foram submetidas a duas centrifugacoes
de 45 minutos, a 4000 rpm, utilizando-se 10 mL da solugdo tampdo fosfato de potéssio
(0,1 M) como extrator, a cada centrifugacdo (2x). O sobrenadante foi recolhido como
extrato.

A quantificacdo de acucares redutores foi realizada pelo método do &cido
dinitrosalicilico (DNS), conforme descri¢cdo de Miller (1959). Uma aliquota de 0,8 mL
do extrato foi adicionada a 0,5 mL de uma solu¢do de DNS (NaOH 0,4 M, DNS 0,04 M
e tartarato de sdédio e potassio 1M) e 0,45 mL de agua deionizada, totalizando um
volume reacional de 1,25 mL, que foi submetido ao banho-maria, a 100 °C, por cinco
minutos. Apds o resfriamento a temperatura ambiente, foram adicionados 3,75 mL de
agua deionizada, e leituras realizadas em espectrofotdmetro a 540 nm.

A gquantificacdo dos teores de acucares soluveis foi baseada no método proposto
por Yemm e Willis (1954). Uma aliquota de 0,02 mL de extrato foi adicionada a 2 mL
de antrona a 0,2% (p/v) e 0,98 mL de agua deionizada, em recipiente mantido sob
resfriamento, totalizando o volume reacional de 3 mL. O volume reacional foi colocado
em banho-maria, a 100 °C, por trés minutos, com posterior resfriamento, para a
realizacdo das leituras espectrofotométricas a 620 nm.

O teor de amido foi determinado conforme Instrucdo Normativa n° 20 (Brasil,
1999), com algumas modificacdes. Uma amostra de 0,25 g de folhas secas previamente
desengorduradas em hexano, foi adicionada a 5 mL de H2SO4 0,5 M e aquecida a 100
°C, por 1 hora. Apos esse periodo, adicionou-se agua, completando o volume para 250
mL. Em seguida, coletou-se 1 mL dessa solugéo, para resfriamento, a 0 °C, juntamente
com 5 mL de solugdo de antrona 0,005 M. Apos esse procedimento, a mistura foi
aquecida a 100 °C, por 11 min, seguida de resfriamento sob temperatura ambiente e

leituras espectrofotométricas realizadas a 620 nm.

3.2.1.7 Aminoacidos totais
Os teores de aminodacidos totais foram quantificados pelo método proposto por

Yemm e Coccking (1955), com base nos mesmos extratos utilizados na quantificagdo de
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acucares. Aliquotas de 0,1 mL dos extratos foram adicionadas em meio reacional
contendo 0,5 mL de citrato de sédio (0,2 M, pH 5), 0,2 mL de ninhidrina (5% em metil
celosolve), 1,0 mL de KCN 0,01 M (2 % em metil celosolve) e 0,9 mL de agua
deionizada, e sumetido ao banho-maria, a 100 °C, por 20 minutos. Apds o resfriamento
a temperatura ambiente, foram adicionados 1,3 mL de etanol 60% (v/v), completando-se
0 volume para 4 mL. Leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 570 nm e os

resultados foram expressos em pmol de aminoécidos g matéria fresca.

3.2.1.8 Prolina

O teor de prolina foi determinado de acordo com o método proposto por Bates et
al. (1973). A extracdo foi realizada utilizando-se 10 mL de agua deionizada que foram
adicionados a 0,02 g de folhas secas e trituradas, sendo submetidos ao banho maria a
100 °C, por 1 hora. Uma aliquota de 0,2 mL do extrato foi adicionada ao meio reacional,
contendo 0,8 mL de &gua deionizada, 1 mL de solucdo &cida de ninhidrina (1,25 g de
ninhidrina, 30 mL de &cido acético glacial, 20 mL de &cido fosférico (6 M) e 1 mL de
acido acético glacial, sendo aquecido a 100 °C, por 1 hora, seguido de resfriamento com
gelo. Em seguida, foram adicionados 2 mL de tolueno ao meio reacional, com posterior
agitacdo em vortex e coleta do sobrenadante para a leitura em espectrofotémetro a 520
nm.

3.2.1.9 Quantificacdo de enzimas antioxidantes peroxidase do guaiacol (GPX) e
superoxido dismutase (SOD)

Para extracdo 0,05 g de material liofilizado foi adicionado a 1,5 mL de tamp&o
NaH2PO; (50 mM, pH 6,0) e centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm.
Posteriormente o sobrenadante foi coletado como extrato. A atividade da enzima
peroxidase do guaiacol (GPX) foi determinada conforme metodologia descrita por
Burguieres et al. (2007), com algumas modificagfes. O meio reacional foi constituido
por 160 puL de tampao de reacdo peroxidase [40 M de guaiacol, H.O2 a 0,06% e
NaH2PO4 (20 mM, pH 6,0)], 80 uL de tampao NaH2PO4 (50 mM, pH 6,0) e 40 pL de
extrato enzimético diluido (1:10). A variacdo da absorbancia, a 470 nm foi monitorada
durante 1 minuto de reacéo, a 25 °C, em espectrofotdmetro leitor de microplacas (Asys
Expert Plus).

A atividade da SOD foi determinada pelo célculo da quantidade de extrato que
inibi 50% da reducéo de nitro azul de tetrazolio (NBT) (Beauchamp e Fridovich, 1971).
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Aliquotas de 100 uL do extrato enzimatico foram transferidas para tubos de ensaios
protegidos da luz, contendo tampdo NaH:PO; 50 mM, pH 7,8, 0,1 mM de é&cido
etilenodiamino tetra-acético, 13 mM de L- metionina e 75 uM de NBT. A reacédo foi
iniciada pela adicdo de 2 uM de riboflavina e a concomitante transferéncia dos tubos
para uma camara iluminada por uma lampada fluorescente circular de 30 watts, durante
um periodo de 30 min. Em seguida, realizou-se leituras de absorbancia a 560 nm em
espectrofotdmetro leitor de microplacas (Asys Expert Plus).

3.2.2 Estudo de campo

Um estudo de campo foi conduzido no municipio de Montezuma-MG
(15°13°36” S e 42°34°34” W), em parceria com a empresa Montezuma Florestal, no
periodo de 11 de agosto a 23 de novembro de 2022. Foram montados trés experimentos
individuais, constituidos pela inoculacdo das mudas com T. asperellum (TA), T.
harzianum (TH) e controle (C). As mudas foram plantadas em espagamento de 2,5 x 3,5
m, em linhas de 800 metros de comprimento, sendo plantadas 250 mudas para cada
tratamento. A area util de cada tratamento foi constituida por 60 (sessenta) parcelas
experimentais, localizadas na éarea central de cada linha, sendo cada parcela
experimental composta por uma planta. A inoculagdo foi realizada pela imersdo das
raizes em solucdo dos produtos comerciais, na concentragido de 1 mL L, por 30
minutos, e adicdo de 1 litro dessa solucdo na bacia, proximo ao colo da planta, de
maneira a fornecer 1 mL do produto comercial por planta. Para o tratamento controle, 0s
mesmos procedimentos foram realizados utilizando-se apenas agua. Como a

implantacdo foi realizada em um periodo de seca foi realizada irrigacdo a cada 7 dias.

3.2.2.1 Avaliacdes

O ndmero de folhas foi avaliado aos 90 DAT. A altura foi avaliada aos 90 e 150
DAT, com auxilio de fita métrica e o didmetro do caule aos, 90, 150 e 270 DAT, com
auxilio de paquimetro digital. Essas avaliacGes foram realizadas nas 60 plantas da area
util de cada tratamento.

Aos 270 dias, discos foliares foram retirados de folhas completamente
expandidas localizadas na porcdo mediana da copa de 10 plantas, de cada tratamento,
para determinacdo dos teores de pigmentos fotossintéticos, como descrito no item 2.1.6.
Nesse mesmo periodo, em cada tratamento, foram coletadas 40 folhas de cada uma das

10 plantas, que foram secas em estufa, trituradas e utilizadas para determinacdo dos
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teores de acucares totais e redutores, amido e prolina (como descrito nos itens 2.1.7 e
2.1.9).

3.2.3 Andlise estatistica

Os dados coletados nos experimentos descritos em 4.1 e 4.2 foram submetidos a
teste de normalidade dos residuos de Shapiro-Wilk e homogeneidade das variancias de
Bartlett, no programa PAST 4.10 (Hammer et al., 2001). Posteriormente, realizou-se a
analise de variancia e teste de comparacdo de medias Tukey, utilizando-se o programa
estatistico SISVAR (Ferreira, 2011).

3.3 RESULTADOS
3.3.1 Estudo em ambiente protegido

Os parametros de crescimento e massa seca das plantas de eucalipto foram
influenciados apenas pelo fator regime hidrico (Tabela 1.1). Plantas submetidas a
deficiéncia hidrica (CD) apresentaram menor altura, didmetro do caule, area foliar e

massa seca de parte aérea e raiz, quando comparado as plantas bem irrigadas (SD).

Tabela 1.1. Altura (ALT), didametro do caule (DC), area foliar (AF) e massa seca de
parte aérea (MSPA) e raizes (MSR) de plantas jovens de Eucalyptus urophylla em
funcdo de regimes hidricos com (CD) e sem deficiéncia hidrica (SD) e inoculagfes com
T. asperellum (TA), T. harzianum (TH) e controle (C)

Regime ALT (cm) DC (cm) AF (cm?) MSPA (g) MSR (g)

hidrico

CD 54,08+1,80b 7,17+041b 2188,12+ 23,66+1,63b 7,17 £0,50b
159,53 b

SD 59,83+1,69a 9,10+0,33a 3951,24+ 4124+ 262a 12,86+0,96a
256,05 a

Inoculagéo™ ALT (cm) DC (cm) AF (cm?) MSPA (9) MSR (g)

TA 60,25 £ 1,36 9,19+0,48 3399,45 + 36,97 + 4,34 11,11+1,551
355,06

TH 55,37 +2,25 7,24+ 0,50 2878,75 + 28,2 + 3,68 9,73£12
438,86

C 55,25 £ 2,95 8,0+ 0,56 2930,83 + 32,22 +4,22 9,22 +1,50
453,24

Letras minusculas diferentes entre regimes hidricos indicam diferengas significativas

(Teste Tukey, p <0,05). ns: ndo houve diferengas significativas (Teste F, p < 0,05).
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Apesar das inoculacdes ndo terem influenciado os parametros de crescimento,
plantas inoculadas com T. asperellum (TA) exibiram, respectivamente, valores de
altura, diametro do caule e area foliar 9,05, 14,87 e 15,99% superiores as plantas
controle (Tabela 1.1).

O potencial hidrico foliar foi influenciado em funcdo do regime hidrico,
exibindo valores inferiores nos tratamentos CD. Para o teor relativo de agua, houve
interacdo significativa entre regimes hidricos e inoculagdo. Independente do regime
hidrico, os tratamentos com inoculacdo ndo diferiram entre si. No entanto sob
inoculacdo com TA o TRA se manteve similar nas plantas CD e SD. Nos tratamentos

com inoculacdo por TH e controle, o TRA foi menor sob plantas CD.

A mCD ®mSD B
L TA TH C 100 1 . Aa Aa
0,0 00 | Aa Ab
-0,3 gg i
S -06 - 60 -
>3 < 50 -
9-1; -Olg N Aa |0_: 40 7
30 A
1,2 Aa Aa %8 i
151 A Ab A 0 -
-1,8 mCD mSD TA TH C

Figura 1.1. Potencial hidrico foliar (Pw) [A] e teor relativo de agua (TRA) [B] de folhas
de Eucalyptus urophylla submetidas a inoculacdo com T. asperellum (TA), T.
harzianum (TH) e ndo inoculado (C) e regimes hidricos com e sem deficiéncia hidrica
(CD e SD). Letras maiusculas diferentes entre tratamentos de inoculacdo e letras
minusculas entre regimes hidricos indicam diferencas significativas (Teste Tukey, p <
0,05).

Os teores de clorofila a e carotenoides foram influenciados pelo fator
inoculacdo, verificando-se menores teores sob inoculagdo com TH, quando comparado

as plantas controle (Tabela 1.2). Para TA, verificou-se valores intermediarios.

Tabela 1.2. Teores de clorofila a e carotenoides de plantas de E. urophylla inoculadas

com T. asperellum e T. harzianum e controle

Inoculagdo Clorofila a (ug cm?) Carotenoides (g cm?)

T. asperellum 0,00491 + 0,00079 ab 0,000313 + 0,00005 ab
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T. harzianum 0,00389 + 0,00079 b 0,000251 + 0,00004 b
Controle 0,00727 +0,00046 a 0,00046 + 0,00006 a

Letras minudsculas diferentes entre tratamentos de inoculacdo indicam diferencas

significativas (Teste Tukey, p <0,05).

A conduténcia estomatica (gs) e a taxa de transpiracdo (E) foram influenciadas
pelo regime hidrico, apresentando menores valores sob regime CD. A taxa fotossintética
(A) foi influenciada pelos fatores individualmente, e a eficiéncia intrinseca do uso da
agua (EiUA) apenas pelo fator inoculacdo (Tabela 1.3). A imposicdo do regime CD
também ocasionou redugdo da A. Em funcdo das inoculacdes, verificou-se maior A e

EiUA sob inoculacdo com TA e TH, em relagédo ao controle n&o inoculado (Tabela 1.3).

Tabela 1.3. Trocas gasosas de plantas de E. urophylla em funcéo de regimes hidricos e

inoculagdo com T. asperellum e T. harzianum

Regime hidrico gs (mol m2s1)  E (mmol H,O m?2s?1) A (umol CO, m?s?)
Com déficit 0,22+0,02b 493+0,19b 14,490 £ 0,61 b
Sem déficit 0,33+0,02a 6,60 +£0,14 a 19,070 £ 0,36 a
Inoculagéo A (umol CO2 m?%s?) EiUA (umol mol™)

T. asperellum 17,45+£0,87 a 71,54 £6,76 a

T. harzianum 17,40+ 1,03 a 74,58 + 6,69 a
Controle 15,480 £ 0,96 b 52,69+547b

Letras minusculas diferentes entre tratamentos indicam diferencas significativas (Teste
Tukey, p < 0,05).

Plantas inoculadas com TA e controle exibiram menor teor de acUcares redutores
sob regime hidrico CD. Para as inoculadas com TH nao houve diferencas em funcédo dos
regimes hidricos. Independente do regime hidrico, plantas inoculadas com TA exibiram
menores teores de agucares redutores (Figura 1.2A).

Sob inoculagdo com TA, os teores de amido foram similares entre os regimes
CD e SD. Para TH, verificou-se maior teor de amido sob SD e nas plantas controle
maior teor sob CD. Plantas submetidas ao regime hidrico CD exibiram menor teor de
amido sob inoculacdo com TA e TH em relacdo ao controle, ndo havendo diferencas
sob regime SD (Figura 1.2B).
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Figura 1.2. Teor de acUcares redutores (A) e amido (B) em plantas de Eucalyptus
urophylla submetidas a inoculagdo com T. asperellum (TA), T. harzianum (TH) e ndo
inoculado (C) e regimes hidricos com e sem deficiéncia hidrica (CD e SD). Letras
mailsculas diferentes entre tratamentos de inoculacédo e letras minusculas entre regimes

hidricos indicam diferencas significativas (Teste Tukey, p < 0,05).

O teor de agUcares soluveis e prolina foi influenciado pelos dois fatores, quando
analisados separadamente. O teor de substancias reativas ao &cido tiobarbitlrico
(TBARS) foi influenciado apenas pelo regime hidrico e o teor de aminoacidos totais
pela inoculacdo. Sob regime hidrico CD, as plantas exibiram maior teor de agucares
soluveis, TBARS e prolina (Tabela 1.4).

Inoculagdes com TA e TH resultaram em aumento do teor de acucares solUveis e
aminoéacidos totais em comparacdo ao tratamento controle. Plantas inoculadas com TA
exibiram maior teor de prolina do que as inoculadas com TH e valor similar as plantas

controle, respectivamente.

Tabela 1.4. Parametros bioquimicos de plantas de Eucalyptus urophylla submetidas ao
regime hidrico com e sem deficiéncia hidrica e inoculacdo com T. asperellum, T.

harzianum e ndo inoculado

Acucares soluveis TBARS Prolina
Regime hidrico (mmol g MS™?) (nmol g MF?) (mmol g MS™?)
Com deficit 1,15+£0,09a 80,27 £5,59 a 0,0257 £ 0,003 a
Sem déficit 092+0,1b 63,65+4,17b 0,0192 + 0,002 b

Acucares soluveis  Aminoacidos totais Prolina
Inoculagdo (mmol g MS™?) (umol g MS™?) (mmol g MS™?)
T. asperellum 1,22 + 0,077 a 7,11+ 0,364 a 0,0259 + 0,003 a
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T. harzianum 1,12+ 0,125 a 6,65+ 0,532 a 0,0162 + 0,003 b
Controle 0,73+0,105b 4,83 +0,207 b 0,0254 + 0,003 ab

Letras minusculas diferentes entre tratamentos indicam diferencas significativas (Teste
Tukey, p < 0,05).

O teor de H20- foi influenciado apenas pelo regime hidrico, havendo maior teor
de H202 nas plantas sob o regime hidrico CD (Figura 1.3). Embora n&o haja diferencas
significativas entre os tratamentos com inoculacdo, plantas submetidas a deficiéncia
hidrica e inoculadas com TA exibiram teor de H20, 9,39 e 11,05 % inferior as plantas

inoculadas com TH e controle.
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Figura 1.3. Teor de peroxido de hidrogénio (H202) em plantas de Eucalyptus urophylla
submetidas a inoculagdo com T. asperellum (TA), T. harzianum (TH) e ndo inoculado
(C) e regimes hidricos com e sem deficiéncia hidrica (CD e SD). Letras maiusculas
diferentes entre tratamentos de inoculacdo e letras mindsculas entre regimes hidricos

indicam diferencas significativas (Teste Tukey, p <0,01).

A atividade das enzimas peroxidase do guaiacol (GPX) e superoxido dismutase
(SOD) foi influenciada pela interacdo entre os fatores inoculacdo e regime hidrico.
Plantas inoculadas com TA e controle exibiram maior atividade da GPX, quando
submetidas ao regime hidrico CD; para as inoculadas com TH, ndo houve diferencas
entre os regimes hidricos. Independente do regime hidrico, plantas inoculadas com TA
exibiram maior atividade da GPX em relacdo as inoculadas com TH e controle (Figura
1.4A).

Plantas inoculadas com TH e controle exibiram maior atividade da SOD sob
regime hidrico SD. Sob inoculagdo com TA, os valores foram similares entre os regimes
CD e SD (Figura 1.4B). Sob regime hidrico SD, verificou-se maior atividade da SOD
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nas plantas controle, e sob CD nas plantas inoculadas com TA, seguido das inoculadas

com TH.
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Figura 1.4. Atividade da peroxidase do guaiacol (GPX) [A] e superdxido dismutase
(SOD) [B] em folhas de Eucalyptus urophylla submetidas a inoculagdo com T.
asperellum (TA), T. harzianum (TH) e ndo inoculado (C) e regimes hidricos com e sem
deficiéncia hidrica (CD e SD). Letras maiusculas diferentes entre tratamentos de
inoculacdo e letras mindsculas entre regimes hidricos indicam diferencas significativas
(Teste Tukey, p <0,05).

3.3.2 Estudo de campo

O numero de folhas aos 90 DAT foi maior em plantas inoculadas com TH,
seguido das inoculados com TA, quando comparado ao controle (plantas néo
inoculadas) (Figura 1.5). A altura de plantas, avaliado aos 90 e 150 DAT, foi maior nas
plantas inoculadas com TA e TH do que no controle, ndo diferindo entre si. O diametro
do caule, avaliado aos 90, 150 e 270 DAT, também foi maior nas plantas inoculadas,

que ndo diferiram entre si.
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Figura 1.5. Numero de folhas 90 dias ap6s transplantio (A), altura de plantas (B) e
diametro do caule (C) de plantas de eucalipto em funcéo dos tratamentos controle (C), e

aplicacdo de T. asperellum (TA) e T. harzianum (TH).

Os teores de clorofila total e carotenoides foram maiores em plantas inoculadas
com TA do que no controle, ndo se diferindo de plantas inoculadas com TH, que

apresentou valores intermediarios, similares tanto ao controle como a TA (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Teores de clorofila total (A) e carotenoides (B) de folhas de eucalipto aos
270 dias apos transplantio em funcéo dos tratamentos controle (C), e aplicagdo de T.

asperellum (TA) e T. harzianum (TH).
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Os teores foliares de acUcares sollveis totais, redutores e de amido, avaliados
aos 270 DAT, foi menor em plantas inoculadas com TA e TH, em comparagdo ao
controle (Figura 1.7A-C). O teor de prolina ndo diferiu entre os tratamentos (Figura
1.7D).
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Figura 1.7. Teores de acUcares solUveis totais (A), acucares redutores (B), amido (C) e
prolina (D) de folhas de eucalipto aos 270 dias apds transplantio em funcdo dos

tratamentos controle (C) e aplicagéo de T. asperellum (TA) e T. harzianum (TH).

3.4 DISCUSSAO

A deficiéncia hidrica impacta negativamente no crescimento de plantas de E.
urophylla. No presente estudo, verificou-se menores valores de altura, didmetro de
caule, area foliar e massa seca de parte aérea e raizes (Tabela 1.1), o que ja foi relatado
por diversos autores para esta cultura (Barros Junior, 2021; Santos et al., 2021; Soares et
al., 2022), e, nesta pesquisa, pode estar relacionado a redugdo do potencial hidrico
(Figura 1.1A), teor relativo de agua (Figura 1.1B) e trocas gasosas foliares (Tabela 1.3).
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Inoculagcbes com Trichoderma asperellum (TA) e T. harzianum (TH) néo
influenciaram significativamente os parametros de crescimento de E. urophylla
cultivadas em vaso (Tabela 1.1), mas em campo, verificou-se maior numero de folhas,
altura e diametro do caule em plantas inoculadas (Figura 1.5), o que evidencia que 0s
resultados benéficos da inoculacdo sdo mais evidentes quando avaliados por um maior
periodo e, portanto, dependentes da duracdo da interacdo (Segarra et al., 2007). Em
geral, o efeito da colonizacdo de endofitos no crescimento das plantas € maior em
plantas anuais do que em plantas perenes como o eucalipto (Dastogeer, 2018).

Apesar de ndo mitigar os efeitos da deficiéncia hidrica sob o crescimento das
plantas, inoculagbes com TA favoreceram o0 crescimento, independente do regime
hidrico, exibindo massa seca de parte aérea (14,74%) e raizes (20,50%) superiores as
plantas controle (Tabela 1.1). Esse aumento da massa seca pode estar relacionado a
manutencdo do turgor celular, evidenciado pela similaridade dos valores do TRA foliar
entre os regimes CD e SD (Figura 1.1B), enquanto nos demais tratamentos houve
reducdo do TRA. Além disso, plantas CD inoculadas com TA exibiram potencial
hidrico foliar 10,34 e 5,45% superior as plantas inoculadas com TH e controle (Figura
1.1A), respectivamente.

O aumento do TRA foliar em plantas inoculadas com T. hamatum, T. atroviride
e T. asperellum também foi relatado em plantas de cacau e milho (Bae et al., 2009;
Guler et al., 2016; Estévez—Geffriaud et al., 2020). Em alguns estudos, plantas

inoculadas com Trichoderma exibiram maior capacidade de extrair agua da rizosfera e
maior eficiéncia do uso da agua do que plantas ndo inoculadas (Guler et al., 2016;
Khoshmanzar et al., 2020), o que neste estudo também foi evidenciado pela maior
EiUA em plantas inoculadas com TA e TH. Em Arabidopsis, a inoculacdo com
Trichoderma virens e Trichoderma atroviride resultou em menor abertura estomaética e
reducdo da perda de &gua (Contreras-Cornejo et al., 2015). Em plantas de arroz, a
inoculacdo com T. harzianum promoveu a regulacdo de genes que controlam o influxo e
saida de &gua (Pandey et al., 2016), o que contribui para a maior regulagdo das relacdes
hidricas, resultando em maior eficiéncia do uso da agua.

Sob condicdo de restricdo hidrica, as plantas tendem a fechar parcialmente os
estomatos, ocasionando redugdo na condutdncia estomatica, transpiracdo e taxa
fotossintética (Sharma et al., 2020). Em plantas de eucalipto, a deficiéncia hidrica reduz
a gs, E e A (Fernandes et al., 2015; Chen et al., 2020). Neste estudo, inocula¢bes com

TA e TH ndo mitigaram os efeitos da deficiéncia sobre as trocas gasosas, verificando-se
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reducdo da gs, e, consequentemente da E e A. No entanto, independente do regime
hidrico, inoculagdes com TA e TH promoveram aumento da A e EiUA. Plantas de trigo
e cana-de-acUcar, inoculadas com diferentes espécies de Trichoderma também
apresentaram aumento da taxa fotossintética em relacdo as plantas ndo inoculadas
(Oljira et al., 2020, Scudeletti et al., 2021). A regulacdo positiva da fotossintese em
fungdo da inoculacdo com Trichoderma estd relacionada ao aumento do teor de
pigmentos fotossintéticos e da atividade antioxidante que contribui para a manutengao
de condicdes fisiologicas favoraveis para a fotossintese. Além disso, varios genes e
componentes fotossintéticos relacionados a fotossintese sdo regulados positivamente
por cepas de Trichoderma (Harman et al., 2021).

Embora alguns estudos tenham relatado aumento dos teores de pigmentos
fotossintéticos em plantas estressadas inoculadas com Trichoderma (Mona et al., 2017,
Zhang et al., 2019), no presente estudo, em ambiente protegido, as plantas inoculadas
com TA e TH néo exibiram maior teor de pigmentos fotossintéticos, quando comparado
ao controle. Por outro lado, em campo, o teor de clorofila total e carotenoides foi maior
em plantas inoculadas com T. asperellum (Figura 1.16). O aumento no teor de
pigmentos pode ser explicado por alteracdes moleculares. Genes, proteinas e pigmentos,
envolvidos na fotossintese em uma variedade de culturas, sédo regulados positivamente,
quando colonizadas por cepas de Trichoderma (Harman et al., 2021).

Em geral, o acimulo de osmdlitos nas células vegetais resulta em uma
diminuicdo no potencial osmético celular e, portanto, melhora a absorcdo de agua e a
pressdo de turgor celular, o que pode ajudar a sustentar processos fisiologicos sob
condicGes de deficiéncia hidrica (Jogawat, 2019). Neste estudo, plantas submetidas ao
regime hidrico CD exibiram aumento dos teores de acUcares sollveis totais e prolina em
resposta a deficiéncia hidrica. Esses osmalitos podem proteger as membranas celulares
e proteinas e aumentar a tolerancia a desidratacdo (Shvaleva et al., 2005). A inoculagao
radicular com Trichoderma também resultou em maiores teores de agucares, proteinas
sollveis e prolina em plantas de tomate e pepino (Ghorbanpour et al., 2018; Mona et al.,
2017; Zhang et al., 2019).

Sob regime hidrico CD, a reducdo no teor de amido (Figura 2B), acompanhada
pelo aumento no teor de agucares solveis (Tabela 1.12), em plantas inoculadas com TA
e TH, pode contribuir para o ajustamento osmotico e fornecimento de energia e carbono
em momentos em que a fotossintese é potencialmente limitada (Thalmann e Santelia,

2017). Inoculagbes com TA e TH também promoveram aumento nos teores de
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aminoacidos totais. Resultados similares foram observados em plantas de cacau
inoculadas com T. asperellum (Tchameni et al., 2011) e em plantas de milho inoculadas
com Trichoderma asperelloides cepa T02 (Meneses et al., 2022). O acumulo de
aminoacidos pode contribuir para o ajustamento osmético, regulacdo do transporte de
ions, além de afetar a sintese proteica, a expressdo génica e a homeostase redox (Rai et
al., 2002).

Em condicGes de campo, 0s menores teores de aglcares solUveis totais, redutores
e de amido em plantas inoculadas podem ser atribuidos a maior demanda por
carboidratos para sustentar o crescimento das plantas, que também foi maior nessas
plantas.

A deficiéncia hidrica limita o crescimento das plantas, principalmente por
prejudicar a fisiologia/bioguimica celular por meio da promocéo do estresse oxidativo
(Gillet al., 2015). Nessa condic¢do, o equilibrio entre a producdo de EROs e a atividade
de extincdo do sistema antioxidante é determinante para a tolerancia a deficiéncia
hidrica e manutencdo do crescimento. Neste estudo, plantas submetidas ao regime
hidrico CD apresentaram maior peroxidacdo lipidica (expressa em teor de TBARS)
(Tabela 1.4) e teor de H2O2 em comparagdo com as plantas SD (Figura 1.3). No entanto,
sob condicdes de deficiéncia hidrica, a inoculacdo com TA e TH favoreceu o aumento
da atividade antioxidante mediada pela SOD e pela GPX sob inoculagdo com TA. A
SOD protege as células contra possiveis danos causados pelo oxigénio singleto ao
catalisar sua conversdo em O, e H>O (Gill et al., 2015), ja a GPX atua na remocdo de
H20> convertendo em H.O (Das e Roychoudhury, 2014).

No geral, a atividade das enzimas SOD e GPX, nas plantas submetidas ao
regime hidrico CD, foi maior sob inoculacdo com TA. A ativacdo do sistema
antioxidante tem sido relatada como um mecanismo geral, ativado por diferentes cepas
de T. asperelloides e T. harzianum, para aumentar a tolerancia a salinidade e a
deficiéncia hidrica em plantas de Arabidopsis, pepino e tomate (Mastouri et al, 2012,
Brotman et al., 2013).

As respostas diferenciais promovidas por TA e TH em plantas de eucalipto
cultivadas em vaso e a campo podem ser atribuidas aos mecanismos de acdo desses
microrganismos, por serem especificos e variaveis, conforme as condi¢bes ambientais e
a duracdo entre o periodo de inoculacdo e a avaliagdo (Hoyos-Carvajal et al., 2009;
Stewart e Hill, 2014). Além disso, as condi¢gdes ambientais influenciam a capacidade

desses microrganismos de se desenvolverem na rizosfera e colonizarem a planta.
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3.5 CONCLUSOES

O crescimento de plantas de Eucalyptus urophylla em ambiente protegido foi
menor sob restricdo hidrica, associado ao menor potencial hidrico foliar, teor relativo de
agua na folha e trocas gasosas. Independente do regime hidrico, inoculagbes com
Trichoderma asperellum e Trichoderma harzianum proporcionaram maior atividade
fotossintética, eficiéncia do uso da agua e teores de agucares sollveis e aminoacidos, no
entanto, essas alteragfes ndo foram suficientes para mitigar os efeitos da deficiéncia
hidrica sobre o crescimento de plantas de eucalipto. Em condi¢fes de campo, 0 numero
de folhas, altura de plantas e diametro do caule foram maiores e os teores de agucares
redutores e sollveis e de amido menores, sob inoculagdo com T. asperellum e T.
harzianum.

Este estudo fornece evidéncias da contribuicdo de T. asperellum e T. harzianum
para promoc¢do do crescimento de plantas de eucalipto em condi¢bes de campo e
tolerancia das plantas de eucalipto a deficiéncia hidrica em ambiente protegido. Para
melhor avaliag&o das contribui¢des da inoculacdo com Trichoderma sp. na mitigacdo da
deficiéncia hidrica estudos futuros devem envolver o uso de ambientes controlados e

determinacéo da taxa de colonizacgéo radicular.
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4 Biologia da infeccéo por Teratosphaeria epicoccoides em eucalipto

RESUMO

Dentre as doencas foliares do eucalipto no Brasil, aquelas causadas por espécies de
Teratosphaeria sdo de particular interesse devido a desfolha que ocasionam. Apesar das
espécies que ocorrem no Brasil serem patdgenos levemente agressivos, quando o0s
niveis de inoculo sdo elevados e 0s povoamentos florestais sdo mal geridos, a doenca
pode afetar o crescimento das arvores. Sintomas tipicos da mancha foliar de
Teratosphaeria foram observados em novembro de 2022 em plantios jovens de eucalipto
e posteriormente em arvores adultas de eucalipto no municipio de Montezuma — MG.
Dessa forma, o estudo foi conduzido com o objetivo de identificar o patdgeno associado
a doenca e caracterizar o processo de infeccdo. Amostras foliares obtidas de plantios de
eucalipto com sintomas tipicos da mancha foliar de Teratosphaeria foram coletadas. O
patdgeno foi isolado em meio de cultura, caracterizado morfologicamente, e a
porcentagem de germinagdo e comprimento do tubo germinativo foram determinados
em agua destilada e solucdes de extrato de malte, suco de tomate temperado e dextrose.
O patogeno foi inoculado em plantas de eucalipto e amostras foliares foram coletadas
para avaliacBes histoquimicas. Folhas sintomaticas, coletadas em campo, foram
armazenadas e utilizadas para avaliacdo da sobrevivéncia do patégeno em diferentes
periodos. Sintomas tipicos da infeccdo por Teratosphaeria epicoccoides foram
observados 30 dias apds inoculacdo em mudas de eucalipto, caracterizados pela
ocorréncia de lesBes angulares restritas as folhas basais das plantas. Os conidios
infectam as plantas através do poro estomético. As hifas colonizam o0s espacos
intercelulares, ocasionando desestruturacdo do mesofilo e reatividade de células do
parénquima palicadico. As colbnias possuem crescimento lento com didmetro médio de
15 mm apds 30 dias de crescimento. A germinacdo de conidios € maior em solucgédo de
dextrose e a esporulagdo ocorre tanto em meio suco de tomate temperado como em
batata dextrose agar. Em folhas armazenadas, o patdgeno sobrevive por até nove meses
ap0Os armazenamento.

Palavras-chave: histoquimica, mancha foliar, Phaeophleospora epicoccoides,

patogenicidade, sintomatologia.

4.1 INTRODUCAO

As espécies do género Eucalyptus destacam-se entre as espécies florestais
utilizadas para reflorestamento, devido a sua alta produtividade, crescimento rapido e
capacidade de adaptacdo a diferentes condi¢cOes ambientais. No Brasil, o eucalipto
responde por grande parte do sucesso da atividade florestal, sobretudo nos setores
ligados a producéo de papel, celulose e madeira. No entanto, a maioria das plantacGes é
estabelecida em regides com condi¢Ges edafoclimaticas limitantes (Gongalves et al.

2013), o0 que torna as plantas mais suscetiveis a infecgdo por patdgenos.
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Dentre as doencas foliares do eucalipto, aquelas causadas por espécies de
Teratosphaeria séo de particular interesse, devido a intensa desfolha que pode afetar o
crescimento das arvores (Alfenas et al. 2009). Vérias espécies, que atualmente estdo
acomodadas em Teratosphaeria (= Kirramyces), pertenciam anteriormente, ao género
anamorfo Phaeophleospora (Andjic et al. 2007; Crous et al. 2007).

No Brasil, cerca de nove espécies foram relatadas, associadas a mancha foliar de
Teratosphaeria (Mafia e Alfenas 2003; Alfenas et al. 2009; Crous et al. 2006; Pérez et
al. 2009; Candido et al. 2014). Dessas espécies, T. epicoccoides (= Phaeophleospora
epicoccoides) € amplamente distribuida nas regides onde o eucalipto é cultivado. Apesar
de ser considerado um patdgeno levemente agressivo, quando os niveis de inoculo sdo
elevados e os povoamentos florestais sdo mal geridos, o patdgeno pode causar danos
graves, resultando na desfolha e morte de arvores (Carnegie 2007; Knipscheer et al.
1990).

Sintomas tipicos da mancha foliar de T. epicoccoides, caracterizados por lesdes
angulares com bordas marrons arroxeadas e visualizag&o de cirros conidiais exsudados,
a partir de picnidios na face inferior das folhas (Mafia e Alfenas 2003), foram
observados em povoamentos jovens de eucalipto na cidade de Montezuma — MG e,
posteriormente, em arvores adultas, acompanhado de intensa desfolha de folhas basais.
Em geral, os cultivos de eucalipto nessa regido sao mal manejados e sujeitos ao estresse
hidrico e nutricional, o que torna as plantas suscetiveis a infeccdo e pode resultar em
atraso no desenvolvimento das plantas. Dessa forma, o estudo foi conduzido com o
objetivo de identificar o patdgeno associado a doenca e caracterizar o processo de
infeccao.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Ocorréncia da doenca e isolamento do patdgeno

Inicialmente a doenca foi observada em plantio de eucalipto em fase inicial de
implementacdo (90 dias ap6s plantio), no municipio de Montezuma — MG.
Posteriormente, realizou-se coleta de mudas com sintomas similares em viveiro na
cidade de Vitdria da Conquista — BA. Em ambos 0s casos 0s sintomas e sinais da
doenga foram similares. As folhas foram levadas ao Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), acondicionadas sob camara
umida por 24h. Apos esse periodo, o fungo foi isolado diretamente a partir da massa de

conidio exsudada dos picnidios, que foi adicionada com auxilio de agulha estéril em
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placa contendo meio BDA 50% e, posteriormente, repicada para obtencdo de cultura
pura. Foram obtidos dois isolados, denominados de isolados MTZ e VCA.

Areas de cultivo de eucalipto localizadas na cidade de Montezuma-MG foram
inspecionadas para verificacdo da ocorréncia da doenca em campo, sendo coletadas

folhas sintomaticas para confirmacdo da identidade do agente causal em laboratorio.

4.2.2 Esporulacéo in vitro e caracterizagcdo morfologica

Para obtencdo de esporulagdo, os isolados foram repicados do meio BDA para
BDA e STT, mantidos em escuro por 20 dias e, posteriormente, expostos a luz branca
por 72 horas. Laminas foram preparadas, retirando-se a massa cinza formada nas
coldnias, para observacdo dos conidios em microscopio.

Para cada isolado, foram realizadas medicGes de comprimento e largura de 30
conidios. O diametro das col6nias foi determinado nos meios BDA e STT, apds 30 dias
de crescimento; e as medicgOes foram realizadas em dois eixos perpendiculares entre si.
Picnidios foram coletados diretamente das lesGes na superficie abaxial das folhas e o

didmetro de 15 estruturas foi determinado.

4.2.3 Inoculacdo em mudas

Uma solugdo de conidios foi obtida a partir de quatro colénias cultivadas em
meio STT por 30 dias e agua estéril. A concentragdo foi ajustada para 6 x 10°
conidios/mL com um hemacitdmetro do tipo Neubauer e adicionado tween 20 (0,01%).
Plantas jovens de eucalipto (E. urophylla, clone AEC-144), com cerca de 100 dias de
idade, foram utilizadas para realizacdo do teste de patogenicidade. Aplicou-se apenas
agua em trés plantas mantidas como controle e em outras seis foi aplicada a solucéo de
conidios. As plantas foram mantidas por 48 horas, cobertas com sacos plasticos para
manutencdo de elevada umidade e avaliadas semanalmente quanto ao aparecimento dos
sintomas.

Com o objetivo de caracterizar o processo de infeccdo em diferentes clones e
espécies de eucalipto, foram inoculadas 27 mudas dos clones AEC 144 (E. urophylla),
AEC 2034 ((E. camaldulensis x E. grandis) x E. urophylla), AEC 2111 (E. urophylla x
(E. camaldulensis x E. grandis)), 12 de Corymbia citriodora e 6 de E. cloeziana (Fig
3A — a, b) e mantidas sob cobertura plastica por 48 horas (Fig 3A- c). No entanto,
devido a altas temperaturas (superiores a 30 °C) observadas no periodo, ndo houve

infeccdo.
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4.2.4 Histoquimica

Apos o aparecimento dos sintomas, amostras foliares foram coletadas de plantas
controle e infectadas. Segmentos foliares foram coletados e fixados em solugéo
Karnovsky (Karnovsky 1965) por 24 h, a 6 °C. Posteriormente, as amostras foram
lavadas em agua destilada, parcialmente desidratadas em série etilica progressiva até
etanol 95% e incluidas em resina glicol-metacrilato (Historesin® Leica). Cortes
transversais foram obtidos com auxilio de micrétomo rotativo (Leitz, 1212), regulado
para 3 um. Os cortes foram corados com azul de toluidina (0,025% em tampdao
Mcllvaine, pH 4,0) (O’Brien et al. 1964; Ribeiro e Leitdo 2020) e analisados em um
microscopio de luz (DM750) equipado com sistema de captura de imagens digitais
(Leica Microsystems, ICC50HD).

4.2.5 Germinacao de conidios em meio liquido

Uma solucdo de conidios foi obtida a partir da adicdo de conidios obtidos em
meio de cultura STT a 5 mL de &gua estéril. A germinacdo e o comprimento do tubo
germinativo de conidios foram avaliados em meio liquido, constituido por: agua
destilada, solucdes de extrato de malte 20 mg mL™ (EM), suco de tomate temperado a
2% (STT) e dextrose a 20 mg mL™* (DEX). A solugdo de suco de tomate temperado foi
preparada pela diluicdo do suco integral em agua destilada. Ap6s preparo, todos 0s
meios foram levados a autoclave a 121 °C, por 30 minutos. Para cada solucdo, foram
utilizados 10 microtubos, preenchidos com 500 pL da solucdo meio + 50 L da solugédo
de conidios. Ap6s 36 e 60 horas, foram retirados com auxilio de pipeta 20 puL de cada
solugéo e adicionados em laminas transparentes para determinacdo da germinacédo e
comprimento dos tubos germinativos em microscépio. Dados de germinacdo de
conidios e comprimento do tubo germinativo foram submetidos a andlise de variancia e
teste de comparagdo de médias Tukey, utilizando o programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2011).

4.2.6 Sobrevivéncia do fungo em folhas armazenadas

Folhas infectadas, coletadas a campo em abril de 2023, foram armazenadas em
sacos de papel e, apds 3, 6 e 9 meses, condicionadas em camara Umida para avaliagdo
quanto a sobrevivéncia do patogeno (Fig 4A). Em cada periodo, 5 folhas foram raspadas
com espatula estéril e limpas com algodao umedecido com alcool 70% para retirada de

contaminantes ou esporos presentes nas folhas, sendo posteriormente acondicionadas
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em placas de petri estéril, contendo algoddo umedecido em agua destilada e, apds 72-96

horas, avaliadas quanto a presenca de estruturas viaveis do fungo.

4.3 RESULTADOS

A doenca foi observada inicialmente em areas de cultivo, em fases iniciais de
implementacdo (90 a 270 dias) (Fig 2.1). Os sintomas da doenca séo lesdes angulares
com alo arroxeado nas folhas basais, sendo possivel observar sinais do fungo na face
abaxial das folhas (Fig 2.1a-b). Posteriormente, a doenca foi observada e em arvores
com dois anos de idade (Fig 2.2). Dois isolados foram obtidos por isolamento direto a
partir de folhas infectadas, coletadas na cidade de Montezuma — MG (isolado MTZ), e
em Vitoria da Conquista - BA (isolado VCA).

Fig 2.1 Sintomas e sinais de Teratosphaeria epicoccoides em plantas de eucalipto clone
AEC 144 (E. urophylla) com 90 (a, b) e 270 dias de idade (c, d). Sintomas na superficie
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adaxial (a) das folhas, sintomas na superficie abaxial (b, ¢ e d) e sinais do fungo

indicado por setas (b)

Em E. urophylla, as lesdes causadas pelo patdgeno sdo angulares. Na face
abaxial das folhas, ocorre a extrusdo de cirros conidiais (Fig 2.3a) a partir de picnidios.
Em plantio de eucalipto clone AEC-2034 ((E. camaldulensis x E. grandis) x E.
urophylla), com cerca de 2 anos de idade, o patégeno foi encontrado em folhas,
formando col6nias na face inferior, amarelecimento e intensa desfolha (Fig 2.2a-c). Os
sinais do fungo (colénias do fungo), observados na superficie abaxial, possuem aspecto
circular e coloragdo enegrecida. Embora esses sinais apresentem uma certa diferenca

dos observados em mudas e plantas jovens de E. urophylla, as estruturas do patdgeno

apresentaram caracteristicas similares.

Fig 2.2 Sintomas e sinais de Teratosphaeria epicoccoides em arvores de eucalipto clone
AEC-2034 (E. camaldulensis x E. grandis) x E. urophylla) com dois anos (a e b).
Sinais do fungo na superficie abaxial (c) e sintomas na superficie adaxial (f), picnidios
(d) e conidios (e). Escala: 10 mm (d) e 100 um (e)
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Os isolados obtidos a partir de plantas infectadas na cidade de Montezuma
(isolado MTZ) e Vitoria da Conquista (isolado VCA) apresentaram caracteristicas
morfologicas similares, tanto in vitro como in vivo. Os conidios eram hialinos a
marrom-claros, levemente curvados (Fig 2.3b-c). O isolado VCA possui dimensdes de
(36-61) 50 x 3,5 (3,5-4) um e o isolado MTZ (38-62) 54 x 5 (4-5) um, ambos com 4 (1-
6) septos em sua maioria (Tabela 2.1). Os picnidios possuem dimensdo média de 163 x
150 pm. As coldnias apresentam crescimento lento e dimens6es médias de 8 a 15 mm

apos 30 dias de crescimento em meio STT e BDA, respectivamente.

Tabela 2.1. Valores médios de comprimento, largura e nimero de septos de conidios e
didmetro da colénia em meio batata dextrose agar de isolados de Teratosphaeria

epicoccoides

Conidios Diametro médio da
Isolados  Comprimento Largura NUmero de e
colonia (mm)
(um) (um) septos
MTZ 54 5 4 (1-6) 14
VCA 50 3,5 4 (4-5) 12
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Fig 2.3 Sintomas e sinais de Teratosphaeria epicoccoides na superficie abaxial de folha
de eucalipto (E. urophylla) (a). Detalhe da exsudacdo de cirros no retangulo (a),
picnidio (b) e conidios (b, c) e col6nia apds 30 dias em meio batata dextrose agar (c).
Escalas: 100 pm (b), 50 um (c) e 20 mm (d)

Sintomas tipicos da infeccdo por T. epicoccoides foram observados 30 dias apos
inoculacdo, caracterizados pela ocorréncia de les6es angulares restritas as folhas basais

das plantas, completamente expandidas (Fig 2.4b, c). Plantas controle, onde se aplicou

apenas agua, mantiveram-se assintomaticas (Fig 2.4a).

Fig 2.4 Plantas jovens de eucalipto (E. urophylla) testemunha (a) e inoculada

apresentando sintomas (b, ¢) aos 30 dias apds inoculagéo.

Em plantas infectadas, as células do parénquima palicadico sdo mais reativas e 0
parénquima esponjoso € desorganizado (Fig 2.5). Os conidios infectam as plantas
através do poro estomatico. Apoés infeccdo, as hifas colonizam os espacos intercelulares
ocasionando desestruturacdo do mesofilo. As estruturas reprodutivas se desenvolvem na
camara subestomatica e, com a progressao da doenga, o picnidio maduro passa a liberar

conidios na superficie foliar (Fig 2.5c).
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Fig 2.5 Cortes transversais de plantas jovens de eucalipto (E. urophylla) sadia (a) e
infectada por Teratosphaeria epicoccoides (b-d). Em c detalhe da formacéo inicial de
estruturas reprodutivas na camara subestomatica e em d picnidio liberando conidios.

Escala: 100 um

A germinacédo de conidios é maior em solucdo de dextrose tanto as 36 como as
60 horas, apds adicdo em solugdo, atingindo cerca de 62% de germinagéo (Fig 2.6a). O
comprimento do tubo germinativo as 36 horas foi maior em solucdo de dextrose, e as 60
horas nas solugdes de dextrose e suco de tomate temperado, que ndo diferiram entre si,

com 85 e 86,25 um, respectivamente (Fig 2.6b).
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Fig 2.6 Germinacdo de conidios (a) e comprimento do tubo germinativo (b) de
Teratosphaeria epicoccoides ap6s 36 e 60 horas em agua destilada e solucdes de extrato
de malte (EM), suco de tomate temperado (STT) e dextrose (DEX). Médias seguidas de
letras diferem entre tratamentos as 36 ou 60 horas, isoladamente, pelo teste de Tukey a
5%

A esporulacdo foi obtida apds exposicdo a luz branca em meio STT e com
menor frequéncia em BDA. As colbnias sdo aveludadas, de coloracéo branca a rdsea e

bordas cinza escuro em meio STT e acinzentadas em BDA (Fig 2.7).

Fig. 2.7 Coldnias de Teratosphaeria epicoccoides em meio STT(A) e BDA (B). Setas

indicam massa viscosa contendo conidios. Escala: 5 mm

Em folhas coletadas, observou-se que, na maioria das vezes, a massa escura
formada por picnidios e conidios que se forma sobre a superficie abaxial ndo era viavel
a germinacdo. No entanto, apds 72 a 96 horas em camara Umida, os picnidios
exsudavam conidios viaveis (Fig 4B) similares ao do isolado, o que foi observado aos 3,

6 e 9 meses ap0Os armazenamento. O fungo sobrevive nas folhas armazenadas por cerca
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de 9 meses, apos esse periodo, ndo foi observada exsudacdo de conidios e houve intensa

colonizacdo das folhas por fungos saprofitos.

4.4 DISCUSSAO

O patogeno infecta folhas maduras de eucalipto através do poro estomaético,
colonizam o0s espacos intercelulares ocasionando desestruturacdo do mesofilo e
reatividade das células do parénquima palicadico, similar ao relatado por Solis et al.
(2022). Analisando alteragdes histoquimicas em dois clones resistentes (clone 47 - E.
pellita e clone 79 - E. pellita x E. brassiana) e um suscetivel (clone 79 - E. pellita x E.
brassiana) e a infeccdo por infeccdo por Teratosphaeria (=Phaeophleospora spp.),
Rahayu et al. (2020) verificaram que a maior espessura do parénquima palicadico se
correlaciona com menor severidade da doenca.

A ocorréncia da doenca, apenas em folhas basais maduras, pode ser explicada
pelo fato de as folhas jovens serem mais cerosas, apresentarem alta hidrofobicidade,
reduzindo a deposicdo do indculo e, consequentemente, a infeccdo pelo patégeno
(Vieira Junior et al. 2014). Além disso, folhas jovens possuem maior teor de
antocianinas (Farnier e Steinbauer 2016), o que confere maior defesa contra o patégeno
(Lin et al. 2021).

Os sintomas foliares caracterizados por lesdes angulares, exsudacgéo de cirros e a
morfologia dos conidios (Mafia e Alfenas, 2003) nos levam a crer que o patégeno é T.
epicoccoides ((Cooke & Massae) Rossman & W.C. Allen). No entanto, a identificagio
precisa de espécies de Teratosphaeria depende do sequenciamento de DNA (Andjic et
al. 2010).

O patogeno ocasionou lesbes foliares em folhas basais em plantios jovens de
AEC 144 (E. urophylla) e lesdes foliares, amarelecimento e intensa desfolha na regido
basal das plantas de eucalipto clone AEC 2034 ((E. camaldulensis x E. grandis) x E.
urophylla). Como a doenga geralmente esta limitada as folhas basais, a doenca €
subestimada. No entanto, a ocorréncia de infec¢des sucessivas pode resultar em declinio
de plantacdes suscetiveis (Carnegie 2007). T. epicoccoides ocasiona sintomas diferentes
a depender do hospedeiro. A maior ocorréncia em folhas basais e intensa desfolha
evidencia que o clone AEC 2034 é mais suscetivel & doenga que o0 AEC 144.

Em geral, espécies de Teratosphaeria apresentam crescimento lento em cultura,

nem sempre ocorre esporulagdo, o que se constitui entraves a inoculagdo visando a
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selecdo de genotipos resistentes (Teodoro et al. 2012). Neste estudo, o crescimento em
cultura foi lento e ocorreu esporulacdo e meio STT e BDA.

A néo ocorréncia de infecgdo em teste realizado com vérios clones de eucalipto
se justifica por condi¢des ambientais desfavoraveis a germinacdo de conidios do fungo.
De acordo com Solis et al. (2022), a tempertura Otima para germinacdo de T.
epicoccoides é de 15 a 20 °C e ndo ocorre germinagdo em temperaturas superiores a 30
°C. Por outro lado, a reproducéo sexuada de varios fungos € iniciada por condi¢des
desfavoraveis que paralisam repentinamente o crescimento do micélio, previamente
estabelecido (Cochrane 1958). Nao foi observada a fase teleomdrfica do fungo nas
plantas afetadas, o que pode estar relacionado as condi¢cGes ambientais no campo serem
favoravéis ao fungo, além disso, observamos que o patdgeno sobrevive por longos
periodos em folhas destacadas das arvores.

Teratosphaeria spp. sdo patdgenos comuns em viveiros e podem ser
disseminados com mudas infectadas (Old et al. 2003). A sobrevivéncia em folhas caidas
e subsequente dispersdo de esporos também é provavel em ambientes imidos (Old et al.
2003). Nas lesoes localizadas na face inferior das folhas os picnidios exsudam conidios
em abundancia, formando cirros que sao facilmente dispersos pelo vento. A ocorréncia
da doenca em plantios de eucalipto em fase inicial de implementagdo indica que a
disseminacdo da doenca ocorre por mudas ja infectadas. Além disso, novas areas de
cultivo sdo estabelecidas préximo a plantios adultos que podem atuar como fonte de
indculo.

A recuperacgdo de estruturas vidveis em folhas armazenadas ap6s nove meses
evidencia que o patégeno pode sobreviver sob condi¢des adversas, minimizando suas
necessidades nutricionais. Em condi¢cdes de campo, o periodo de sobrevivéncia ¢é
provavelmente inferior, devido a colonizacdo das folhas por outros fungos e ao
processo de decomposicéo.

Em geral, a estratéegia mais adequada para o controle da mancha foliar de
Teratosphaeria é o desenvolvimento de clones resistentes ou tolerantes (Candido et al.
2014). O controle quimico de Teratosphaeria spp. pode ser necessario em viveiros e
instalagBes clonais (Old et al. 2003). No entanto, em campo, é dificultado por questdes
operacionais e viabilidade econdmica. Como arvores estressadas sdo mais suscetiveis a
mancha foliar de Teratosphaeria (Knipscheer et al. 1990), a nutricdo adequada das
plantas é fundamental para minimizar os efeitos da doenca e permitir uma rapida

recuperacdo das arvores. Em geral, as arvores recuperaram o crescimento apés a
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epidemia, mas o crescimento é retardado. Em arvores de E. globulus, uma epidemia de
T. nubilosa ocasionou atraso de cerca de 1,2 anos para altura e didmetro, em

comparagdo com o povoamento néo afetado (Smith et al. 2016).

4.5 CONCLUSOES

Baseado em caracteristicas morfoldgicas do fungo e na sintomatologia da
doenca, o patdgeno associado a mancha foliar em plantas de eucalipto foi identificado
como Teratosphaeria epicoccoides. O patdgeno infecta as plantas através do poro
estomatico. Apds infeccdo, as hifas colonizam os espacos intercelulares, ocasionando
desestruturacdo do mesofilo e reatividade de células do parénquima pali¢adico.
Picnidios se desenvolvem na cdmara subestomatica e exsudam conidios, formando
cirros externamente.

As coldnias possuem crescimento lento em meio de cultura. A germinacdo de
conidios € maior em solucéo de dextrose e a esporulacdo ocorre tanto em meio suco de
tomate temperado como em batata dextrose agar. Em folhas armazenadas, o fungo

sobrevive por até nove meses.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Em plantas cultivadas em vaso, independente do regime hidrico, a taxa
fotossintética, a eficiéncia do uso da &gua e teores de agucares solveis e aminoacidos
foram maiores sob inoculacdo com Trichoderma asperellum e Trichoderma harzianum.
No entanto, essas alteragdes ndo foram suficientes para mitigar os efeitos da deficiéncia
hidrica sobre o crescimento das plantas. Por outro lado, em condi¢fes de campo, o
namero de folhas, altura de plantas e didmetro do caule foram maiores e os teores de
acucares redutores e soluveis e de amido menores, sob inoculagdo com T. asperellum e
T. harzianum, evidenciando uma maior demanda energética direcionada para o
crescimento das plantas. Estudos futuros devem ser realizados por um periodo mais
prolongado para melhor avaliar a contribuicdo da inoculagdo com Trichoderma sp. para
mitigacdo da deficiéncia hidrica em plantas de eucalipto.

O patogeno associado a mancha foliar em plantas de eucalipto foi identificado
como Teratosphaeria epicoccoides. A infeccdo ocorre através do poro estomatico. Apos
infeccdo, as hifas colonizam os espacos intercelulares, ocasionando desestruturagéo do
mesofilo e reatividade de células do parénquima palicadico. Em cultura, o crescimento

das colbnias é lento e o patdgeno sobrevive por até nove meses em folhas armazenadas.
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APENDICES

FIGURAS

Figura 1A. Implementacdo de experimento de campo. Imersdo das raizes em solucao de
Trichoderma (A), plantio semiautomatizado das mudas (B-C) e adicdo de 1 litro da
solucdo de Trichoderma na bacia (D).

Figura 2A. Plantas de eucalipto aos dias 150 dias ap6s transplantio (A). AvalicGes
realizadas aos 270 dias apds transplantio. Determinacdo de didmetro de caule (B) e
retirada de discos foliares para determinacdo de pigmentos fotossintéticos (C).

Figura 3A. Inoculacdo de mudas de eucalipto (A-B) e manutencdo em camara Umida

(©)
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Figura 4A. Folhas sintomaticas infectadas por Teratosphaeria epicoccoides. Folhas em
camara Umida (A-B). Exsudagdo de conidios ap6s 72-96 horas (C).

TABELAS

Tabela 1A. Resumo da analise de variancia e coeficiente de variacdo (CV) para altura
de plantas (ALT), didametro de caule (DC), éarea foliar (AF), massa seca de parte aérea
(MSPA), massa seca de raizes (MSR), potencial hidrico foliar (yw), teor relativo de
agua na folha (TRA), teores de aglcares sollveis totais (ASOL) e redutores (AR),
amido (AMI), aminoéacidos totais (AA), prolina (PRO) e substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) de plantas de Eucalyptus urophylla (AEC 144), em funcdo dos
fatores inoculacdo (IN) e regimes hidricos (RH)

Fontes de GL Quadrados médios
variagdo ALT DC AF MSPA  MSR Yw TRA
IN 2 65,04 772" (150?3 8 155,51 7,57™ 0,038™ 118,36™
RH 1 19837° 2242™ 1’05?5 X 18956 g450+ 11707 8703
ns ns 1’94 X ns ns ns ns
(INx (RH) 2  5212™ 0,64 Loprs 15,19 254 0,008™ 80,14
5,72 x
Erro 18 31,79 1,15 105 51,35 7,58 0,042 55,02
CV (%) 9,90 8,08 24,65 15,29 9,50 17,77 8,60
Fontes de GL Quadrados médios
variacdo ASOL AR AMI AA PRO TBARS
IN 2 0,523™ 0,0268™  0,0045™ 11,64 0,000239" 365,26™
RH 1 0,371" 0,0270™  0,0022" 0,85™ 0,000255" 1655,93™
(IN)x(RH) 2 0,008" 0,0046™  0,0054™ 2,83 0,000070™  225,75™
Erro 18 0,079 0,0006 0,0004 1,06 0,00055 112,05
CV (%) 27,48 11,90 9,09 16,60 32,80 14,71

" ndo significativo; “significativo (p < 0,05) e ™ (p < 0,01), de acordo com o teste F.
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Tabela 2A. Resumo da andlise de variancia e coeficiente de variacdo (CV) para
clorofila a (CLO.a), carotenoides (CAR), peroxido de hidrogénio (H202) peroxidase do
guaiacol (GPX) e superoxido dismutase (SOD) de plantas de Eucalyptus urophylla
(AEC 144), em funcdo dos fatores inoculacéo (IN) e regimes hidricos (RH)

Fontes de GL Quadrados médios

variagao CLO.a CAR H.0; GPX SOD
IN 2 24x10% 92x10% @ 2,73™ 1,196™ 0,066"
RH 1 322x10%s 6,3x10% 50943 1,864™ 1,205™
(IN)x(RH) 2  7,62x10"™ 5,86x10% 0,71™ 0,101 0,310
Erro 18 4 x 100" 2,04x10% 2,05 0,067 0,012
CV (%) 39,35 41,92 17,49 39,50 7,26

*%

" ndo significativo; “significativo (p < 0,05) e ™ (p < 0,01), de acordo com o teste F.

Tabela 3A. Resumo da andlise de varidncia e coeficiente de variacdo (CV) para
condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E) taxa fotossintética (A) e eficiéncia
intrinseca do uso da agua (EiUA) de plantas de Eucalyptus urophylla (AEC 144), em
funcdo dos fatores inoculacdo (IN) e regimes hidricos (RH)

Fonte de va- - Quadrados médios

riagao 9s E A EiUA

IN 2 0,009" 0,20™ 10,14™ 1125,66"
RH 1 0,079™ 16,68 125,78 579,48™
(IN)x (RH) 2 3,8x10°"  0,28™ 0,47" 75,39
Erro 18 0,005 0,34 1,46 333,50
CV (%) 25,90 10,13 7,21 27,56

*k

" n3o significativo; “significativo (p < 0,05) e ™ (p < 0,01), de acordo com o teste F.

Tabela 4A. Resumo da anélise de variancia e coeficiente de variacdo (CV) para altura
de plantas (H), diametro de caule (D) e numero de folhas (NF) de plantas de Eucalyptus
urophylla, clone AEC 144 aos 90 e 150 dias apds transplantio, em funcdo dos
tratamentos controle e inoculacdo com T. asperellum e T. harzianum

Fontes de GL Quadrados médios

variacao H90 D90 NF90 H150 D150
Tratamentos 2 555,257 3,547 619,78  2371,44™  1027,42"
Erro 132 12,68 0,42 26,47 239,35 64,30
CV (%) 8,88 15,62 21,52 23,24 27,20

" n3o significativo; ™ significativo (p < 0,01), de acordo com o teste F

Tabela 5A. Resumo da andlise de variancia e coeficiente de variagdo (CV) para
didametro de caule (D270) de plantas de Eucalyptus urophylla, clone AEC 144 aos 270
dias apos transplantio, em fungdo dos tratamentos controle e inoculagdo com T.
asperellum e T. harzianum
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Quadrados médios

Fontes de variagdo  GL

D270
Tratamentos 2 274,06
Erro 25 14,40
CV (%) 10,50

" ndo significativo; “significativo (p < 0,01), de acordo com o teste F.

Tabela 6A. Resumo da anélise de variancia e coeficiente de variacdo (CV) para
clorofila total (CT), carotenoides (CAR) e teores de acglcares sollveis totais (AST),
acucares redutores (AR), amido (AMI) e prolina de plantas de Eucalyptus urophylia,
clone AEC 144 aos 270 dias apds transplantio, em funcdo dos tratamentos controle e
inoculagdo com T. asperellum e T. harzianum

Fontes de Quadrados médios

variacao GL CT CAR AST AR AMI PRO
Tratamentos 2  0,000033" 1,14x107™ 1,71 0,32" 283,11 0,000028™
Erro 27 0,000010 2,22x10®% 0,28 0,01 12,75 0,000014
CV (%) 10,53 7,70 31,28 13,68 27,53 39,04

" n&o significativo; “significativo (p < 0,05) e ™ (p < 0,01), de acordo com o teste F.

Tabela 7A. Resumo da andlise de variancia e coeficiente de variacdo (CV) para
germinacdo de conidios (G) e comprimento do tubo germinativo (CTG) de conidios de
Teratosphaeria epicoccoides ap6s 36 e 60 horas em funcdo dos tratamentos, agua
destilada e soluces de extrato de malte (EM), suco de tomate temperado (STT) e
dextrose (DEX)

Fontes de GL Quadrados médios

variacao G36 CTG36 G60 CTG60
Tratamentos 3  5926,79™ 5606,25™ 780,52™ 4018,23™
Erro 20 42,07 164,06 31,04 158,85
CV (%) 26,57 48,80 13,02 20,90

"s ndo significativo; “significativo (p < 0,01), de acordo com o teste F.
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