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RESUMO – A agricultura do século 21 tem exigido cada vez mais que os problemas 

enfrentados nas lavouras sejam reduzidos empregando-se insumos renováveis e com 

baixo potencial de contaminação do ambiente. Nesse sentido, o uso de produtos à base de 

substâncias naturais e microrganismos capazes de estimular o crescimento e/ou proteger 

os vegetais contra doenças tem sido requerido. O presente trabalho objetivou avaliar o 

potencial do extrato aquoso obtido de vermicomposto enriquecido com Trichoderma spp. 

como estimulante do crescimento e controlador do nematoide-das-galhas em plantas de 

tomateiro e pimentão. Para isto, dois experimentos foram instalados, um com tomateiro 

(Solanum lycopersicum L. cv. “Santa Cruz”) e pimentão (Capsicum annuum L. cv 

“Magali R”), os quais foram artificialmente inoculados com o nematoide-das-galhas 

(Meloidogyne incognita). Como possível agente indutor de crescimento e tratamento, 

utilizou-se o extrato aquoso de vermicomposto, aqui descrito como extrato húmico 

solúvel em água (EHSA). O vermicomposto foi utilizado como fonte de substâncias 

bioativas e também como possível meio de crescimento da população de duas espécies 

de Trichoderma (Trichoderma asperellum e T. virens), as quais têm sido reportadas como 

potenciais agentes de controle biológico do nematoide-das-galhas. Os tratamentos foram: 

EHSA de vermicomposto (V), EHSA de vermicomposto fortificado com T. asperellum 

(V+TA), EHSA de vermicomposto fortificado com T. virens (V+TV), EHSA de 

vermicomposto fortificado com T. asperellum + T. virens (V+TA+TV) e o controle, sem 

adição de EHSA. Foram realizadas medições biométricas, na taxa fotossintética, no 

conteúdo de nutrientes e na reprodução do nematoide-das-galhas. Observou-se que, para 

o tomateiro, o tratamento V+TA+TV aumentou a eficiência do uso da água. A 

produtividade foi aumentada em todos os tratamentos com adição de EHSA, com 

aumento significativo de 864% para V+TV em relação ao controle. Porém, o antagonismo 

de Trichoderma spp. não foi eficaz na redução da reprodução de M. incognita nas 

condições deste experimento. O acúmulo de nutrientes nas plantas de tomateiro tratadas 

também foi maior principalmente para N, K, Ca e S. Para o pimentão, observou-se que a 

eficiência do uso da água foi aumentada em 94% pelo tratamento V+TV e 43% para o 

tratamento V+TA em relação ao controle. V+TV foi eficiente na promoção do 

crescimento das plantas que apresentaram maior massa seca de parte aérea e maior massa 

de raiz. Já as plantas tratadas com EHSA de vermicomposto, apresentaram maior 

produtividade. Reduções drásticas no número de ovos e eventuais J2 de M. incognita 

também foram observadas para os tratamentos com adição de EHSA, com destaque para 

os tratamentos V e V+TA+TV. O acúmulo de nutrientes nas plantas de pimentão tratadas 
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com EHSA também foi maior principalmente para N, Ca, Mg, B, Fe e Mn. Portanto, a 

utilização de EHSA de vermicomposto enriquecido com Trichoderma spp. nas condições 

do presente estudo, induziu mecanismos de tolerância nas plantas de tomateiro e 

pimentão, que mesmo sob altas infestações do nematoide-das-galhas, conseguiram atingir 

bom desenvolvimento vegetativo e produtividade. 

 

Palavras-chave: Bioinsumo; hortaliças; crescimento vegetal; Meloidogyne incognita; 

controle biológico 
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ABSTRACT - Agriculture in the 21st century has increasingly demanded that the 

problems faced in agriculture be reduced by using renewable inputs and with low 

potential for environmental contamination. In this sense, the use of products based on 

natural substances and microorganisms capable of stimulating growth and / or protecting 

plants against diseases has been required. The present work aimed to evaluate the 

potential of the aqueous extract obtained from vermicompost enriched with Trichoderma 

spp. as growth stimulant and control of the root knot nematode in tomato plants and the 

other with bellpepper. For this, two experiments were installed, one with tomato 

(Solanum lycopersicum L. cv. "Santa Cruz") and bellpepper (Capsicum annuum L. cv 

"Magali R"), which were artificially inoculated with the root knot nematode Meloidogyne 

incognita). As a possible growth-inducing agent and treatment, the aqueous extract of 

vermicompost, herein described as water-soluble humic extract (EHSA), was used. The 

vermicompost was used as a source of bioactive substances and also as a possible growth 

medium for the population of two species of Trichoderma (Trichoderma asperellum and 

T. virens), which have been reported as potential biological control agents of the root knot 

nematode. The treatments were: EHSA of vermicompost (V), EHSA of vermicompost 

fortified with T. asperellum (V + TA), EHSA of vermicompost fortified with T. virens (V 

+ TV), EHSA of vermicompost fortified with T. asperellum + T. virens (V + TA + TV) 

and control, without addition of EHSA. Biometric measurements were performed on the 

photosynthetic rate, nutrient content and reproduction of the root knot nematode. It was 

observed that, for the tomato, the V + TA + TV treatment increased the efficiency of 

water use. Productivity was increased in all treatments with addition of EHSA, with a 

significant increase of 864% for V + TV in relation to the control. However, the 

antagonism of Trichoderma spp. was not effective in reducing reproduction of M. 

incognita under the conditions of this experiment. The nutrient accumulation in the 

treated tomato plants was also higher mainly for N, K, Ca and S. For pepper, it was 

observed that the efficiency of water use was increased by 94% by V + TV treatment and 

43% by V + TA treatment in relation to control. V + TV was efficient in the promotion 

of the growth of the pepper plants, presenting bigger shoot mass and larger root mass. 

However, the plants treated with vermicompost EHSA showed higher productivity. Dose 

reductions in the number of eggs and eventual J2 of M. incognita were also observed for 

treatments with addition of EHSA, with emphasis on V and V + TA + TV treatments. 

The accumulation of nutrients in pepper plants treated with EHSA was also higher mainly 
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for N, Ca, Mg, B, Fe and Mn. Therefore, the use of EHSA of vermicompost enriched with 

Trichoderma spp. in the conditions of the present study, induced tolerance mechanisms 

in tomato and pepper plants, that even under high nematode infestations the plants 

managed to achieve good vegetative growth and satisfactory productivity. 

 

Keywords:  Humic substances; biostimulant; vegetabels; plant growth; nematode; 

biological control. 
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PRIMEIRA SEÇÃO – CONTEXTUALIZAÇÃO GERAL 

1.1 Introdução 

Os sistemas de produção agrícola confrontam um destino imprescindível que é o de 

garantir a oferta de alimentos para mais de 9 bilhões de pessoas até o ano 2050. Para isto, 

será preciso melhorar aspectos relacionados à eficiência de colheita, armazenamento e 

transporte, além de produzir cerca de 68% a mais do que é atualmente obtido (Hunter et 

al., 2017). Entretanto, a narrativa que ampara o aumento da produção de alimentos 

especialmente no último século não esteve em consonância com a preservação ambiental, 

essencial para o desenvolvimento sustentável da agricultura. Fertilizantes de origem não 

renovável e produtos químicos altamente tóxicos foram desenvolvidos e amplamente 

empregados, gerando um passivo ambiental negativo de grandes proporções. Em 

contrapartida, técnicas agrícolas em bases sustentáveis têm sido também desenvolvidas e 

adotadas visando, entre outros, substituir parte dos fertilizantes solúveis não renováveis 

e dos agroquímicos com elevado potencial contaminante. Para se tornar efetivas, 

entretanto, essas técnicas devem garantir a sanidade e a nutrição das culturas, sem 

interferir negativamente na sua produtividade (Hadar e Papadopoulou, 2012).  

A reutilização de resíduos orgânicos tem sido apontada como uma possibilidade 

viável para mitigar parte dos questionamentos contemporâneos realizados à agricultura. 

Entretanto, para uma utilização segura, esses resíduos precisam sofrer tratamentos que 

garantam a sua sanidade e eficiência antes do uso nas lavouras. Práticas como a 

compostagem e a vermicompostagem não são novidades e, quando adequadamente 

processadas, podem suprir essa demanda já que os produtos finais, denominados 

composto ou vermicomposto, respectivamente, apresentam-se estabilizados, sem odor e 

isentos de patógenos capazes de afetar negativamente os cultivos (Silva, 2016).  
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A aplicação de compostos e vermicompostos corrobora não somente para aumentar 

os teores de matéria orgânica do solo, mas também para garantir uma ciclagem eficiente 

de nutrientes (Arancon et al., 2006; Canellas et al., 2015), melhorar as condições físicas 

do solo (Sharma e Garg, 2018; Zandonadi e Busato, 2012) e também contribuir para o 

provimento da energia necessária para a manutenção da diversidade de vida do solo (De 

Nobili et al., 2016). Outra vantagem observada a partir do uso desse tipo de material é a 

oferta de compostos capazes de estimular o desenvolvimento vegetal e proteger as plantas 

frente às adversidades ambientais, tais como a seca e o ataque de patógenos. Por exemplo, 

Hosseinzadeh e Ahmadpour (2018) observaram que solos e adições de vermicomposto 

aumentaram a tolerância à seca de plantas de lentilha devido à maior absorção de 

nutrientes e aumento da taxa fotossintética. Morales-Corts et al. (2018) observaram que 

a aplicação semanal de extrato aquoso de vermicomposto foi capaz de reduzir as perdas 

ocasionadas por Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum em tomateiro. Esses 

resultados ilustram que os resultados do uso agronômico desses materiais validam a sua 

eficiência sob diferentes aspectos.  

Nas últimas décadas, uma série de inovações aplicadas aos processos convencionais 

de compostagem e vermicompostagem tem possibilitado torná-los mais eficientes, tanto 

sob a perspectiva da redução do tempo requerido para sua obtenção quanto no aumento 

da eficiência agronômica dos produtos finais obtidos. Uma dessas inovações resulta do 

enriquecimento microbiano, prática que vem sendo denominada de biofortificação de 

compostos (Busato et al., 2012, 2017). A maior parte dos esforços de biofortificação está 

direcionada para acelerar a estabilização do material ou enriquecê-lo em nutrientes 

vegetais (Olivares et al., 2015; Ros et al., 2017). Há, entretanto, uma carência de 

informações relacionadas à capacidade de sobrevivência dos microrganismos adicionados 

frente à população nativa abundante existente nas pilhas de resíduos em compostagem. 
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Também, informações relacionadas à capacidade dos microrganismos adicionados em 

aumentar a concentração de substâncias capazes de atuar na indução ao crescimento e no 

sistema de defesa das plantas contra patógenos são escassas. Essa carência representa um 

grande espectro de possibilidades para a pesquisa, com potencialidades reais de 

desenvolvimento de uma nova geração de insumos agrícolas.  

1.2 Revisão de literatura 

1.2.1 Compostagem e vermicompostagem de resíduos orgânicos 

Entre outros aspectos, a adubação convencional não leva em consideração a 

importância dos microrganismos, ocasionando uma limitação na biodiversidade do solo 

(Zaborowska et al., 2018). Essa diversidade é responsável por manter o equilíbrio natural 

da microbiota do solo, proporcionando o balanceamento populacional de microrganismos 

patogénicos e benéficos (Cai et al., 2017; Cesarano et al., 2017). A superação dessa 

limitação apresentada pelos fertilizantes químicos convencionais parece poder ser 

alcançada a partir do uso de compostos e vermicompostos obtidos a partir de resíduos 

orgânicos (Sinha et al., 2010).  

A compostagem, processo aeróbio controlado de decomposição biológica da 

matéria orgânica em produto estável, sempre esteve presente nos ecossistemas naturais 

(Stentiford e Sánchez-Monedero, 2016; Pergola et al., 2017). Entretanto, os agricultores 

e pesquisadores tem se debruçado nos últimos anos sobre o desenvolvimento de 

estratégias que permitam acelerar o processo e tornar o composto mais enriquecido em 

substâncias capazes de estimular o crescimento vegetal. Entre essas adaptações está a 

inclusão de minhocas, dando origem ao vermicomposto, produto final da 

vermicompostagem (Insam et al., 1996; Arancon et al., 2008; Zandonadi e Busato, 2012). 

As minhocas atuam contribuindo para melhor as condições físicas e químicas do 
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substrato, aumentando a área superficial específica e a porosidade, facilitando a 

infiltração de agua e a translocação gasosa (Schon et al., 2017). Elas colonizam 

naturalmente os resíduos orgânicos, sendo os microrganismos presentes no seu trato 

digestivo determinantes para acelerar a degradação de partículas sólidas e tornar o 

produto final mais concentrado em nutrientes e em microrganismos benéficos (Gómez-

Brandón e Domínguez, 2014; Hussain et al., 2016). 

Uma série de trabalhos tem relatado os efeitos positivos da adição de 

vermicompostos aos cultivos agrícolas (Arancon et al., 2006; Busato et al., 2016; 

Edwards et al., 2006; Maji et al., 2017; Zandonadi e Busato, 2012). Gill et al. (2019) 

observaram aumento da disponibilidade de N, P e K no solo após adição de 

vermicomposto produzido à base de resíduo orgânico doméstico. A capacidade de 

retenção de água também foi aumentada quando vermicomposto produzido a partir de 

esterco ovino foi adicionado em solos cultivados com tomateiro (Gutiérrez-Miceli et al., 

2007). Mas além dos aspectos agronômicos convencionais usualmente reportados, a 

pesquisa tem relatado a capacidade desse tipo de insumo em oferecer às plantas 

substâncias bioativas que podem favorecer o crescimento radicular, as taxas de 

fotossíntese e a absorção de nutrientes pelas plantas (Spaccini e Piccolo, 2007; Canellas 

et al., 2015; Vaccaro et al., 2015; Monda et al., 2017), resultando em aumento da 

produtividade. Em geral, esses eventos têm sido associados à presença de substâncias 

húmicas, uma das classes principais de bioestimulante do crescimento vegetal (du Jardin, 

2015). 

1.2.2 Ação bioestimulante das substâncias húmicas 

Por definição, bioestimulantes são quaisquer substâncias ou microrganismos 

capazes de aumentar a absorção de nutrientes, estimular o crescimento vegetal e a 
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tolerância à estresses abióticos mesmo quando aplicados em pequenas quantidades (du 

Jardin, 2015). Bioestimulantes estão disponíveis à base de formulações e ingredientes 

variáveis, especialmente a partir de substâncias húmicas, hormônios e/ou aminoácidos 

(Kauffman et al., 2007; López-Bucio et al., 2015). O termo bioestimulante também inclui 

produtos à base de microrganismos, os quais contém inóculos vivos que, quando 

aplicados às sementes, superfícies de plantas ou solo, podem promover o crescimento 

vegetal mediante vários mecanismos (Calvo et al., 2014).  

As substâncias húmicas (SH) são moléculas caracterizadas por grandes diferenças 

em seu peso molecular e solubilidade (Pinton et al., 1999) e que podem atuar no 

crescimento vegetal devido ao seu efeito na formação do sistema radicular nas plantas, 

expressão de mensageiros metabólicos específicos e estímulo da atividade da H+-ATPase 

em membranas (Aguiar et al., 2013; Nardi et al., 2018; Roomi et al., 2018; Zandonadi et 

al., 2010). Zandonadi et al. (2010) demonstraram que as SH também podem induzir a 

formação de óxido nítrico nas regiões de emissão de raízes laterais, molécula que está 

presente em inúmeros processos fisiológicos promotores do desenvolvimento das raízes. 

Logo, um dos efeitos mais observados referentes à aplicação das SH é o alongamento de 

raízes, a produção de raízes secundárias e pêlos, principalmente a partir do aumento da 

proliferação de células no tecido radicular (Zandonadi et al., 2007; Canellas e Olivares, 

2014; Olivares et al., 2015).  

Os trabalhos que abordam o papel das SH como bioestimulante do crescimento 

vegetal, em geral, utilizam a fração húmica denominadas ácidos húmicos (AH), obtida 

após extração com solução alcalina seguida de acidificação do meio até pH 1,0-1,5. 

Entretanto, muitos efeitos fisiológicos também foram reportados em plantas cultivadas 

sob aplicação de SH solúveis em água, denominado extrato húmico solúvel em água 

(EHSA) (Arancon et al., 2003; Atiyeh et al., 2002; Pinton et al., 1997; Vaccaro et al., 
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2009; Zandonadi e Busato, 2012; Zanin et al., 2018). Acredita-se que a efetividade do 

EHSA está relacionada à maior facilidade de seus compostos em acessar células vegetais 

e produzir estímulos fisiológicos (Zandonadi et al., 2013). Esses extratos também podem 

conter moléculas similares aos hormônios vegetais que regulam o crescimento como as 

auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e ácido abcísico, que são produzidos pelos 

microrganismos presentes no vermicomposto (Edwards et al., 2006).  

Hernandez et al. (2014) observaram que a adição de EHSA em alface encurtou o 

ciclo da cultura em 21 dias, permitindo a colheita antecipada sem perdas de qualidade e 

com maior produção de folhas. Ainda, a aplicação de EHSA diminuiu os carboidratos 

totais, aumentou os teores de proteína e a absorção de nitrato, com a estimulação da 

enzima nitrito redutase. Busato et al. (2016) relataram que a aplicação de EHSA e Hortbio 

em mudas de Callophyllum brasiliense aumentou os teores de clorofila, macro e 

micronutrientes nas plantas tratadas. EHSA também foi capaz de estimular a absorção de 

nitrato em raízes de milho, observando-se ativações em mais  de 2000 transcritomas 

(Zanin et al., 2018).  

1.2.3 Agentes biológicos de controle de doenças vegetais 

As doenças de plantas estão entre as causas bióticas mais importantes e 

responsáveis pela redução da produtividade das culturas agrícolas (Pandey et al., 2016). 

A interferência na fisiologia normal da planta, geralmente com algum tipo de efeito 

negativo sobre a sobrevivência ou a resistência de algumas espécies vegetais, é conhecida 

como doença de plantas.  

Os agentes causais de doenças de plantas incluem bactérias, fungos, oomicetos, 

vírus, nematoides e fitoplasmas. Esses patógenos causam doenças por meio da secreção 

de enzimas, que catalisam a degradação dos tecidos do hospedeiro ou, muitas vezes, 
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beneficiam-se produzindo toxinas, que matam o tecido antes da degradação enzimática 

(Millard e Taylor, 1927). As doenças de plantas frequentemente reduzem 

substancialmente a qualidade e a quantidade de produtos agrícolas e a infestação pós-

colheita podendo afetar a saúde humana e animal, especialmente se o organismo 

contaminante for capaz de produzir resíduos tóxicos em produtos consumíveis. 

O conceito de manejo biológico de doenças evoluiu com base nas informações e 

técnicas desenvolvidas para avaliar a natureza das interações entre os patógenos e outros 

organismos e as plantas. O termo controle biológico, ou biocontrole, por muito tempo foi 

aplicado em um sentido estrito para indicar o controle de um organismo por outro 

organismo (Cook, 1988). Atualmente, controle biológico é definido como a utilização de 

agentes bióticos e abióticos que atuam por um ou mais mecanismos para reduzir o 

potencial de dano do patógeno diretamente ou indiretamente, ativando a defesa contra o 

patógeno (Narayanasamy, 2013). Logo, o sucesso do biocontrole depende das 

propriedades antagônicas e do mecanismo de ação dos microrganismos utilizados. 

1.2.4 Panorama do cultivo de hortaliças  

Apesar da redução produtiva incitada pela crise econômica, a importância social 

continua alta no setor olerícola, sem falar na relevância nutricional e para a saúde. Nos 

32 produtos pesquisados pela Embrapa, o valor da produção em 2015 atingiu R$ 23,2 

bilhões (Embrapa, 2016). Comparado com montante apurado em 2011, houve 

crescimento de 39,6%, chegando a quase R$ 31,5 bilhões só na área produtora (Embrapa, 

2016). No âmbito dos empregos, há informações de que são gerados de 2 milhões a 3,5 

milhões de postos de trabalho diretos, podendo atingir, com os indiretos, perto de 20 

milhões de pessoas (Embrapa, 2016). 
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No Distrito Federal, a produção de hortaliças é uma das mais importantes atividades 

econômicas do setor rural, gerando mais de 30.000 empregos em toda a cadeia produtiva 

(Emater, 2017). Cerca de 420.000 hectares do DF estão destinados à área rural (Emater, 

2017), com tendências de aumento no cultivo hortaliças. Neste setor, a substituição de 

insumos agrícolas obtidos em base não sustentável e também aqueles com potencial de 

contaminação do agricultor, consumidor e do ambiente é uma tendência, o que está 

coerente com o aumento da demanda por produtos orgânicos (Emater, 2015).   

A área plantada e a produção total de hortaliças em 2017 no DF foram de 

aproximadamente 8.646 hectares e 234.000 toneladas (Emater, 2018), respectivamente 

(Tabela 1). A alface é a hortaliça mais cultivada, com área de 998 hectares e produção de 

25.500 toneladas. Em relação as solanáceas, o tomateiro e pimentão se destacam, com 

produções de 26.750 e 18.213 toneladas, respectivamente.  

Tabela 1. Área cultivada e produção de hortaliças no Distrito Federal no ano de 2017.  

CULTURA 

Ano/Safra 2017 

Área  

(hectares) 

Participação no DF 

(%) 

Produção  

(ton) 

Participação no 

DF (%) 

 8.646,70 100,0 233.186,26 100,00 

Alface 998,33 11,55 20.633,69 8,85 

Batata 41,10 0,48 1.235,20 0,53 

Beterraba 155,36 1,80 4.084,67 1,74 

Cenoura 348,29 4,02 10.985,16 4,71 

Milho Verde 455,84 5,27 13.461,70 5,77 

Morango 157,95 1,83 5.287,27 2,27 

Pimentão 179,81 2,08 14.991,40 6,43 

Repolho 141,65 1,64 6.825,10 2,93 

Tomateiro 288,93 3,34 22.331,47 9,58 

Outras 5.511,24 63,74 120.755,00 51,78 

 

Trata-se, então, de uma vigorosa cadeia produtiva que precisa se manter atualizada, 

atendendo aos anseios do mercado e que exige o incremento na produção de alimentos, 



 
 

20 
 

mas também exige que esses possuam qualidade sanitária, que sejam produzidos em 

sistemas de produção sustentáveis e que gerem empregos qualificados (Emater, 2017).  

1.2.5 Importância econômica do nematoide-das-galhas na horticultura 

Apesar da importância econômica e social, o cultivo de hortaliças sofre com uma 

grande gama de problemas, especialmente aqueles relacionados às doenças. As espécies 

de Meloidogyne, por exemplo, usualmente conhecidas como nematoide-das-galhas, estão 

incluídas em um dos grupos mais importantes de fitonematoides no mundo (Eisenback e 

Triantaphyllou, 1991) e ocasionam danos de grandes proporções aos cultivos. Este grupo 

de fitoparasita biotrófico obrigatório é altamente adaptável às condições do meio, afeta 

muitos hospedeiros e apresenta comportamento endoparasitíco sedentário (De Medeiros 

et al., 2017). Reduções de 14,6% na produção total de alimentos nos países subtropicais 

já foram reportadas em função da presença de nematoides desse grupo (Nicol et al., 2011). 

No Brasil, as espécies mais comuns de Meloidogyne são: Meloidogyne incognita (Kofoid 

e White) Chitwood (raças 1, 2, 3 e 4), M. javanica (Treub) Chitwood e M. arenaria (Neal) 

Chitwood (Pereira et al., 2018).  

A maioria dos nematoides parasitas de plantas sofre 4 ecdises durante seu 

desenvolvimento, passando dos estádios juvenis (J1 a J4) até a fase adulta (Escobar et al., 

2015). A transição de J1 para J2 acontece dentro do ovo e após essa primeira ecdise, os 

juvenis eclodem, os quais representam a fase infecciosa da maioria das espécies (Perry e 

Moens, 2011). Os juvenis (J2) são microscópicos (de 250 µm até 12mm de comprimento) 

e vivem no solo até encontrarem um hospedeiro suscetível (Escobar et al., 2015). Eles 

penetram e se alimentam de plantas por meio de um estilete protusível oral que perfura 

as células (Escobar et al., 2015). Uma vez em contato com o sistema vascular das raízes, 

altas infestações de Meloidogyne spp. promovem o desenvolvimento de células gigantes 
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para fins de alimentação, causando estresse nutricional e hídrico no hospedeiro e, 

consequentemente, afetando seu crescimento (Dropkin, 1955; Williamson e Hussey, 

1996). Essas respostas estão correlacionadas com o número de larvas de segundo estágio 

(J2) que entram e se estabelecem no sistema radicular da planta (Bird, 1974). 

No cultivo de hortaliças, a estratégia de controle mais eficaz adotada é a resistência 

genética. A maioria das cultivares comerciais de tomateiro, por exemplo, possui 

resistência a M. incognita por meio da introdução do gene Mi (Williamson e Hussey, 

1996). Foi relatado que o gene Mi presente em algumas cultivares de tomateiro confere a  

resistência a M. incognita por induzir necrose localizada de tecido alimentador do 

nematoide logo após a infecção (Barcala et al., 2016). Outro método eficiente é o controle 

biológico, que consiste em buscar interações bem-sucedidas, geralmente proporcionadas 

por microrganismos benéficos, que além da predação direta, induzem resistência ou 

tolerância à espécie vegetal pela ativação dos mecanismos de defesa relacionados com 

barreiras físicas do tecido vegetal, tais como lignificações da parede celular e síntese 

compostos antimicrobianos como proteínas PR, peptídeos, fitoalexinas e pela ação de 

elicitores bióticos e abióticos (Zeilinger et al., 2016). 

1.2.6 Fungos do gênero Trichoderma podem auxiliar no controle do nematoide-

das-galhas  

O controle de doenças de plantas vem sendo realizado na agricultura 

contemporânea principalmente a partir do uso de produtos da indústria agroquímica. Dois 

grandes problemas são recorrentes com o uso desse tipo de produto: primeiro, são, em 

geral, tecnologias desenvolvidas por empresas localizadas em outros países. Assim, a 

importação ou pagamento para autorização e produção encarecem sobremaneira esses 

produtos, tornando-os inacessíveis a grande parte dos agricultores ou aumentando os 

custos de produção. Segundo, são produtos tóxicos aos produtores, consumidores, 
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animais silvestres e domésticos e ao ambiente como um todo. Alternativas eficientes para 

controlar doenças de plantas cultivadas são, portanto, requeridas e uma série de produtos 

já é encontrada nos mercados especializados.  

Os fungos, inquestionavelmente, exercem funções vitais nos diversos ecossistemas, 

incluindo o ambiente agrícola, devido à suas interações com as plantas (Zeilinger et al., 

2016). Esses microrganismos são importantes na dinâmica de decomposição e reciclagem 

de materiais orgânicos e interagem, também, positiva ou negativamente, com as raízes 

das plantas (Lareen et al., 2016; Zeilinger et al., 2016). 

De forma geral, a habilidade antagônica e parasítica está presente universalmente 

em fungos do gênero Trichoderma, razão pela qual cientistas e a indústria começaram a 

testá-los e avaliá-los contra patógenos (Druzhinina et al., 2011). Os fungos filamentosos 

do filo Ascomycota estão entre os saprófitos mais isolados em laboratório e, dentre esses, 

o gênero Trichoderma têm sido comercialmente explorado por estimular o crescimento 

vegetal e induzir tolerância a estresses ambientais e patógenos (Druzhinina et al., 2011). 

Alguns fungos do gênero Trichoderma podem penetrar e colonizar raízes de diferentes 

espécies de plantas, agindo como simbiontes endofíticos e causando mudanças 

substanciais na fisiologia da planta e em seus mecanismos de defesa (Fiorini et al., 2016). 

O controle de um amplo espectro de patógenos de plantas por Trichoderma spp., 

incluindo o nematoide-das-galhas, pode acontecer também através da resistência 

sistêmica adquirida ou resistência localizada (Harman et al., 2004). 

Um dos primeiros relatos científicos do uso de Trichoderma spp. no controle 

biológico de doenças de plantas foi feito por Wells (1972), em experimento de campo 

testando T. harzianum no controle Sclerotium rolfsii. Particularmente, a eficiência de 

algumas espécies de Trichoderma contra o nematoide-das-galhas já foi comprovada 

(Siddiqui e Akhtar, 2008; Bokhari, 2009; Singh e Mathur, 2010; Mascarin et al., 2012; 
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On et al., 2015; Olabiyi et al., 2016). Por exemplo, em casa de vegetação, Al-Hazmi e 

TariqJaveed (2016) observaram que a inoculação de T. harzianum foi capaz de suprimir 

a reprodução de M. javanica em tomateiro, reduzindo o número de galhas e estimulando 

o crescimento das plantas. Sharon et al. (2001) observaram que T. harzianum teve a 

habilidade de infectar ovos e juvenis de M. javanica em laboratório. Além da sua ação 

direta de parasitismo, os mecanismos referentes à resistência das plantas contra 

nematoides ocorre pela indução de proteínas relacionadas com a defesa da planta 

(Sahebani e Hadavi, 2008). 

Atualmente, mais de 60% dos produtos biológicos com ação bioestimulante e 

pesticida contém fungos do gênero Trichoderma (López-Bucio et al., 2015). T. 

asperellum, T. atroviride, T. harzianum, T. virens e T. viride estão entre as espécies que 

apresentaram maior capacidade como estimulantes no cultivo de hortaliças (López-Bucio 

et al., 2015). 

Entretanto, a densidade populacional de organismos de controle biológico presente 

naturalmente nos solos é relativamente baixa, sendo necessário aporte artificial dessas 

espécies para que se obtenha controles mais efetivos (Jambhulkar et al., 2016). Assim, 

tecnologias que permitam ao produtor reproduzir esse tipo de fungo em escala, a partir de 

estoques, de maneira simples e com pouco investimento financeiro são bem-vindas. Os 

processos de compostagem e vermicompostagem dispõem, em geral, de grande 

quantidade de compostos de carbono, que seriam um substrato interessante para o cultivo 

do fungo. A população nativa da biomassa empregada pode ser um fator impeditivo ao 

desenvolvimento do fungo, mas também é possível que esses microrganismos 

adicionados ao processo apresentem habilidade para sobreviver. Parte desta inferência a 

condução deste trabalho. Além disso, o EHSA deste material seria eficiente em reduzir a 

infestação de plantas de tomateiro e pimentão artificialmente inoculadas com nematoide-
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das-galhas e auxiliar o crescimento dessas plantas em função da presença de moléculas 

bioativas?  

A hipótese contida neste trabalho é que o vermicomposto é um bom meio para o 

desenvolvimento da população de Trichoderma spp. e que a adição do EHSA desse 

vermicomposto enriquecido é capaz de controlar a infestação do nematoide-das-galhas e 

fornecer substâncias húmicas bioativas capazes de favorecer o desenvolvimento, a 

nutrição, a produtividade e as trocas gasosas de plantas de tomateiro e pimentão (Figura 

1).  

 

Figura 1. Hipótese de desenvolvimento do presente trabalho. 

1.3 Objetivo geral 

Desenvolver um insumo biológico de baixo custo, atóxico, à base de resíduos 

orgânicos vermicompostados com enriquecimento de fungos do gênero Trichoderma (T. 

asperellum e T. virens), adicionados isoladamente ou em conjunto, que seja eficiente, 

quando aplicada a sua fração solúvel em água, em estimular o crescimento de plantas de 

tomateiro e pimentão e induzir resistência contra M. incognita. 
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1.4 Objetivos específicos 

I. Determinar se o EHSA desse vermicomposto (relação 1:5), aplicado em tomateiro 

e pimentão, é capaz de favorecer o crescimento das plantas, analisado a partir da 

comprimento, massa seca de parte aérea, masssa fresca de raiz e produtividade; 

II. Verificar se o extrato é capaz de afetar o conteúdo de nutriente e as trocas gasosas 

das plantas; 

III. Determinar se o extrato é capaz de induzir tolerância e/ou suprimir o 

desenvolvimento de M. incognita, artificialmente inoculado às plantas.  
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Resumo 

A agricultura moderna tem seu foco na manutenção da qualidade do solo e da sanidade 

vegetal por meio da racionalização do uso de agroquímicos.  O uso de bioestimulantes na 

agricultura para o fornecimento de substâncias bioativas que atuam no crescimento 

vegetal e com potencial de supressão de doenças de solo é uma possibilidade em ascensão. 

Porém, formulações de bioestimulantes que ofereçam autonomia prática para o produtor 

rural e, ao mesmo tempo, atue na maquinaria da planta no que tange a defesa contra 

fatores abióticos e a melhor eficiência do uso de nutrientes e água ainda são escassas. Um 

experimento em casa-de-vegetação foi conduzido com tomateiro inoculado 

artificialmente com M. incognita e tratadas semanalmente com quatro diferentes extratos 

húmicos solúveis em água (EHSA): EHSA de vermicomposto (V), EHSA de 

vermicomposto  fortificado com T. asperellum (V+TA), EHSA de vermicomposto  

fortificado com T. virens (V+TV), EHSA de vermicomposto  fortificado com T. 

asperellum+T .virens (V+TA+TV). Um controle, sem a adição de EHSA, também foi 

incluído para comparação. Avaliações biométricas, de trocas gasosas e do potencial de 

controle biológico de Trichoderma spp. foram feitas. Observou-se que a produtividade 

foi maior para todos os EHSA, com aumento significativo de 864% para V+TV em 

relação ao controle. O acúmulo de nutrientes nas plantas de tomateiro tratadas também 

foi maior principalmente para N, K, Ca e S. Para as trocas gasosas, destaca-se o efeito de 

V+TA+TV no aumento da eficiência do uso da água. Porém, o antagonismo de 

Trichoderma spp. não foi eficaz na redução da reprodução de M. incognita nas condições 

deste experimento, mas induziu mecanismos de tolerância nas plantas para que seu 

desenvolvimento não fosse afetado. 

 

 

Palavras-chave: Bioestimulantes; Solanum lycopersicum L.; crescimento vegetal; 

Meloidogyne incognita; controle biológico. 
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Abstract 

Modern agriculture has its focus on maintaining soil quality and plant health by 

rationalizing the use of agrochemicals. The use of biostimulants in agriculture for the 

supply of bioactive substances that act on plant growth and with potential suppression of 

soil diseases is a rising possibility. However, formulations of biostimulants that offer 

practical autonomy for the rural producer and, at the same time, work on the plant 

machinery in relation to the defense against abiotic factors and the better efficiency of the 

use of nutrients and water are still scarce. A greenhouse experiment was conducted with 

tomato inoculated artificially with M. incognita and treated weekly with four different 

water soluble humic extracts (EHSA): vermicompost EHSA (V), vermicompost EHSA 

fortified with T. asperellum (V + TA), vermicompost EHSA fortified with T. virens (V + 

TV), vermicompost EHSA fortified with T. asperellum + T .virens (V + TA + TV). A 

control, without the addition of EHSA, was also included for comparison. Biometric, gas 

exchange, and biological control potential of Trichoderma spp. were made. It was 

observed that the productivity was higher for all EHSA, with a significant increase of 

864% for V + TV in relation to the control. The nutrient accumulation in the treated 

tomato plants was also higher mainly for N, K, Ca and S. For the gas exchanges, the effect 

of V + TA + TV on the increase of water use efficiency is highlighted. However, the 

antagonism of Trichoderma spp. was not effective in reducing infestation of M. incognita 

under the conditions of this experiment. 

 

Keywords: Humic substances; bioestimulants; Solanum lycopersicum L.; plant growth; 

Meloidogyne incognita; biological control. 
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2.1. Introdução  

Bioestimulantes do crescimento vegetal são substâncias e/ou microrganismos 

aplicados às plantas em baixas quantidades com objetivo de aumentar a eficiência 

nutricional, atenuar estresses ambientais e melhorar a qualidade dos cultivos (du Jardin, 

2015). As substâncias húmicas (SH) resultam da transformação de biomoléculas como 

proteínas, ligninas, carboidratos e polímeros alifáticos originados de restos de plantas, 

animais e microrganismos e constituem uma das categorias de bioestimulantes.  

Operacionalmente, as diferentes frações das SH são extraídas de materiais 

orgânicos  ou minerais com base na sua solubilidade, sendo os ácidos húmicos (AH), 

solúvel em meio alcalino e insolúvel em meio ácido, os ácidos fúlvicos (AF), solúvel em 

qualquer valor de pH e as huminas (H) a porção insolúvel em qualquer pH (Hayes e 

Clapp, 2001). Em geral, testes de bioestimulação vegetal envolvendo SH empregam a 

fração AH, com resultados marcantes especialmente em relação ao desenvolvimento 

radicular, aumento da absorção de nutrientes, taxas fotossintéticas e eficiência de uso da 

água em diferentes tipos de plantas (Aguiar et al., 2013; Busato et al., 2010; Canellas et 

al., 2002; Dobbss et al., 2010; Maji et al., 2017; Martinez-Balmori et al., 2014; Zandonadi 

et al., 2007). 

Entretanto, incentivos ao crescimento vegetal também já foram reportados a partir 

do uso de SH solúveis em água, fração denominada extrato húmico solúvel em água 

(EHSA) (Busato et al., 2016; Pinton et al., 1997; Schmidt et al., 2007; Zandonadi e 

Busato, 2012). Acredita-se que a efetividade desta fração possa estar relacionada à maior 

facilidade de seus compostos em acessar células vegetais e produzir estímulos 

fisiológicos (Zandonadi et al., 2013). Recentemente, Zanin et al. (2018) demonstraram a 

eficiência do EHSA no aumento da absorção de nitrato por plantas de milho. Os autores 

observaram que o extrato foi capaz de regular transportadores de nitrato, proteínas 
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acessórias e enzimas que regulam a assimilação de nitrato, com potencial para aumentar 

a eficiência de uso do nitrogênio por cultivos agrícolas. Mas independente da fração 

empregada, os vermicompostos obtidos a partir de resíduos orgânicos constituem fonte 

importante e efetiva de SH bioativas (Spaccini et al., 2019).  

De maneira semelhante aos bioestimulantes, agentes biológicos de controle de 

doenças vegetais constituem uma possibilidade importante para a agricultura. Uma série 

de fungos tem sido testada com o propósito de reduzir a incidência de agentes patógenos, 

diminuindo a necessidade de aplicação de produtos químicos nas lavouras. A atividade 

de biocontrole desses fungos pode ocorrer devido à competição por espaço e nutrientes 

com os patógenos, pela produção de antibióticos, inativação de enzimas ou mesmo 

micoparasitismo (Almeida et al., 2007; Lombardi et al., 2018). Particular atenção tem 

sido dada aos fungos do gênero Trichoderma em função da sua habilidade em estimular 

o crescimento vegetal e controlar a ação de patógenos (Druzhinina et al., 2011). Algumas 

espécies desse gênero podem penetrar e colonizar raízes das plantas, agindo como 

simbiontes endofíticos e causando mudanças substanciais na fisiologia da planta e em 

seus mecanismos de defesa (Fiorini et al., 2016). Também podem produzir metabólitos 

secundários, os quais apresentam amplo espectro de ação antimicrobiana (Vieira et al., 

2018). 

Atualmente, mais de 60% dos biocontroladores comerciais de doenças vegetais 

registrados possuem isolados simples ou misturas de espécies de Trichoderma (López-

Bucio et al., 2015). Huang et al. (2016) observaram reduções na população de Rhizoctonia 

solani em mudas de pepino tratadas com T. harzianum T37. Já Al-Hazmi e TariqJaveed 

(2016) observaram grande redução e atividade de Meloidogyne javanica em plantas de 

tomateiro com a adição de diferentes densidades (104, 106, 108 e 1010 esporos/g de solo) 

de T. harzianum e T. viride. A eficiência de Trichoderma spp. contra nematoides-das-
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galhas foi comprovada também por outros autores (Sharon et al., 2001; Sahebani e 

Hadavi, 2008; Siddiqui e Akhtar, 2008; Bokhari, 2009; Singh e Mathur, 2010; Mascarin 

et al., 2012; On et al., 2015; Olabiyi et al., 2016). 

A hipótese contida neste trabalho é que o vermicomposto é um bom meio para o 

desenvolvimento da população de Trichoderma spp. e que a adição EHSA desse 

vermicomposto enriquecido é capaz de controlar a infestação do nematoide-das-galhas e 

fornecer SH bioativas capazes de favorecer o desenvolvimento, a nutrição, a 

produtividade e as trocas gasosas de plantas de tomateiro.  

2.2. Material e métodos  

2.2.1. Vermicompostagem 

Inicialmente, realizou-se um processo de vermicompostagem em caixas de 

polietileno com capacidade para 310 dm3 empregando-se esterco bovino e minhocas 

vermelhas da Califórnia (Eisenia foetida). Para isto, o esterco foi acondicionado nas 

caixas para um período inicial de compostagem de 30 dias, com revolvimento e 

umidificação semanal. Para evitar o acúmulo de líquido no fundo das caixas, foi 

adicionada uma torneira para coleta e recirculação do líquido coletado. Após 30 dias, o 

material em compostagem recebeu a adição de minhocas na proporção de 80 indivíduos 

para cada dm3 de composto. O material permaneceu mais 120 dias sob ação das minhocas, 

totalizando 120 dias para obtenção do vermicomposto. 
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2.2.2. Obtenção e confirmação da identidade dos isolados de Trichoderma spp. 

através do sequenciamento Sanger de regiões específicas (ITS) 

Os inóculos de Trichoderma spp. (T. asperellum e T. virens) foram obtidos da 

coleção do Laboratório de Agromicrobiologia Aplicada da Universidade Federal do 

Tocantins.  

Para a confirmação das espécies, o DNA total das amostras dos dois isolados de 

Trichoderma spp. foi extraído através do Kit ZR Fungal/Bacterial DNA MicroPrep™ 

(D6007) de acordo com protocolo do fabricante. A qualidade do DNA extraído foi 

avaliada através de eletroforese em gel de agarose 2% e quantificados por fluorescência 

(Qubit). O DNA extraído foi mantido à temperatura de -20ºC até o momento do uso. 

As reações de PCR foram feitas em um volume final de 20µL, contendo 10µL de 

GoTaq® Colorless Master Mix 2x (Promega, USL), 0.6μM de oligonucleotideo foward 

e 0.6μM de oligonucleotideo reverse, 40ng de DNA genômico e água ultrapura estéril 

suficiente para 20uL. Para a amplificação da região ITS foram utilizados os primers ITS4 

e ITS5.  O programa de amplificação consistiu de desnaturação inicial a 95ºC por 5 min, 

seguida por 30 ciclos de desnaturação a 95ºC por 30 seg., anelamento a 56ºC por 40seg; 

extensão a 72ºC por 1 min e uma extensão final a 72ºC por 5 min. As reações de 

amplificação foram conduzidas em termociclador Veriti™ Thermal Cycler (Applied 

Biosystems). 

As amostras de PCR foram avaliadas e gel de agarose 2% corados com UniSafe 

Dye, visualizado sob luz UV e após purificadas com Agencourt AMPure XP (Beckman 

Coulter, Inc.). A quantificação dos produtos purificados realizada por fluorescência em 

aparelho Qubit (ThermoFhischer). 

Para realização do sequenciamento foram utilizados os primers ITS4 e ITS5. A 

reação de sequenciamento foi feita em BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 
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(Apllied) e reação de precipitação por Etanol/EDTA/Acetato de Sódio. O sequenciamento 

automático foi realizado por eletroforese capilar no equipamento ABI3730xl DNA 

Analyzer (Applied Biosystems). Após o sequenciamento, foi realizado a análise dos 

eletroferogramas utilizando os programas EMBOSS/Merger, Chromas Lite, Geneious 

4.8.3 para obtenção da sequência consenso. Após a edição, a sequência obtida foi utilizada 

na busca de sequências de referência similares depositadas no GenBank, através da 

ferramenta BLAST. 

2.2.3. Crescimento e aplicação de Trichoderma spp. 

Após repicagem dos isolados de Trichoderma spp. em placas de Petri contendo 

meio BDA (Batata Dextrose Agar), o material permaneceu em câmara do tipo BOD 

(Lucadema, São Paulo, Brasil), a 28 ± 0,2 ºC, por 15 dias. Foram então obtidas suspensões 

de conídios em água destilada pela raspagem das hifas crescidas nas placas, padronizando 

a concentração em 1x106 esporos mL-1 com auxílio de câmara de Neubauer e microscópio 

ótico (Primo Star, Zeiss, Oberkochen, Alemanha) com aumento de 400 vezes (Ortiz e 

Orduz, 2001). 

A aplicação das suspensões dos fungos ocorreu em dois momentos: após 15 e 30 

dias do início da compostagem. Em cada aplicação, foram adicionados 2 L de suspensão 

contendo 1x106 esporos mL-1 em cada caixa contendo 300 dm3 de vermicomposto. As 

aplicações foram feitas distribuindo-se uniformemente a suspenção na superfície do 

vermicomposto, sendo definidos cinco tratamentos: vermicomposto sem adição de 

Trichoderma spp. (V); vermicomposto com adição de T. asperellum (V+TA); 

vermicomposto com adição de T. virens (V+TV); vermicomposto com adição de T. 

asperellum e T. virens (V+TA+TV) e o controle (água). Para o tratamento com inoculação 

conjunta, utilizou-se metade do volume de cada espécie para que o total aplicado fosse 
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equivalente ao dos tratamentos com inoculação isolada. Ao final do processo, amostras 

do vermicomposto foram obtidas para realização da caracterização analítica, extração do 

EHSA e teste com plantas. 

2.2.4. Caracterização química dos vermicompostos 

Parte das amostras dos vermicompostos foi seca a 105°C até massa constante em 

estufa de circulação forçada (Q317M-12, Quimis, São Paulo, Brasil) visando a 

caracterização química. Os valores de pH e condutividade elétrica foram determinados 

em água destilada (relação1:5), após agitação em mesa orbital (MA 420/8-125, Marconi, 

São Paulo, Brasil) (150 rpm), por 30 minutos, sendo as leituras realizadas em pHmetro 

(PG2000, Gehaka, São Paulo, Brasil) e condutivímetro (Q485M, Quimis, São Paulo, 

Brasil), respectivamente. O teor de carbono orgânico total (COT) foi determinado 

empregando-se o método de (Walkley e Black, 1934) com modificações (Yeomans e 

Bremner, 1988), utilizando-se K2Cr2O7 0,166 mol L-1, como agente oxidante, e 

Fe(NH4)2(SO4)2˖6H2O 0,5 mol L-1 como titulante do excesso de K2Cr2O7, em presença 

de indicador difenilamina 0,16%.  

2.2.5. Produção das mudas de tomateiro, inoculação com M. incognita, obtenção e 

aplicação do extrato húmico solúvel em água 

Sementes de tomateiro cv. “Santa Cruz” foram germinadas em bandejas plásticas 

preenchidas com substrato comercial (Carolina Soil, São Paulo, Brasil). Aos 15 dias após 

semeadura (DAS), as mudas foram transplantadas para vasos plásticos com capacidade 

para 5,0 dm3 preenchidos com solo (Latossolo Vermelho) e palha de arroz carbonizada, 

na proporção de 2:1 (v:v). Previamente, o solo foi autoclavado e corrigido para fins de 

acidez e calagem de acordo com os procedimentos descritos em Souza e Lobato (2004). 
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Adubações de cobertura foram realizadas durante o experimento conforme o preconizado 

para a cultura (Gomes et al., 1999). Os vasos foram alocados em bancadas suspensas 

higienizadas com NaClO, em casa-de-vegetação. Um sistema de gotejamento foi 

implementado para o experimento, aplicando água conforme necessidade medida por 

sensores de umidade solo (Irrigas, Hidrosense, São Paulo, Brasil). 

A espécie de nematoide-das-galhas inoculada foi obtida do laboratório de 

Nematologia da Embrapa Hortaliças, Brasília – DF. A identificação da espécie M. 

incognita raça 1 foi previamente realizada mediante corte da região perineal de fêmeas 

adultas (Yang e Eisenback, 1983; Rammah e Hirschmann, 1988; Eisenback e 

Triantaphyllou, 1991). A análise do fenótipo da isoenzima esterase foi realizada para 

confirmar a espécie desejada, de acordo com Carneiro e Almeida (2001). A inoculação 

das plantas com M. incognita foi realizada após o transplantio das mudas (15 DAS), com 

a deposição, nas raízes ao redor do coleto das plantas, de 5,0 mL de suspensão em água 

contendo 5.000 ovos e eventuais J2. 

A obtenção do EHSA seguiu uma adaptação do método original proposto por 

Pinton et al. (1998), utilizando-se amostras dos vermicompostos e água destilada, na 

relação 1:5 (v:v). Os materiais foram agitados por 4 horas, com posterior decantação da 

fração insolúvel e sifonação do extrato para imediata aplicação. Para avaliar o efeito dos 

tratamentos, foram realizadas 10 aplicações de 250 mL/vaso ao redor do coleto das 

plantas, sendo a primeira após a deposição dos ovos e J2 de M. incognita e as posteriores 

em intervalos de 7 dias até o período de 70 dias. O tratamento controle recebeu o mesmo 

volume de água destilada. 
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2.2.6. Trocas gasosas e eficiência de uso da água 

As plantas foram avaliadas com 50 dias após o transplantio (DAT), período 

provável da resposta inicial à infecção por nematoides (Mioranza et al., 2018), quanto à 

assimilação líquida de CO2, taxa de transpiração, condutância estomática e concentração 

interna de CO2, empregando-se um analisador portátil de fotossíntese por radiação 

infravermelha (IRGA - Li-6400XT, LICOR, Nebraska, EUA). A eficiência de uso de 

água foi obtida a partir da relação entre assimilação líquida de CO2 e a condutância 

estomática. As medições foram feitas em folhas adultas e sadias escolhidas no terço 

mediano das plantas, no período entre 08 e 10 h da manhã. A concentração de CO2 

injetada artificialmente na câmara de assimilação do IRGA foi fixada em 400 μmol mol−1. 

As avaliações foram feitas sob 300 μmol m−2 s-1 de densidade de fluxo fotossinteticamente 

ativos (de Oliveira Silva et al., 2018).  

2.2.7. Avaliações biométricas das plantas e eficiência do biocontrole sobre M. 

incognita 

Setenta DAT, foram analisados os seguintes parâmetros relacionados à biometria 

das plantas: comprimento da parte aérea, com auxílio de régua graduada, da base do vaso 

(substrato) até a última ramificação foliar; massa úmida de raízes e massa fresca da parte 

aérea, em balança analítica (S303, BEL, São Paulo, Brasil). Em seguida, as plantas foram 

secas em estufa de circulação de ar (TE 394/3, Tecnal, São Paulo, Brasil) a 60º C, por 48, 

horas para determinações de massa seca da parte aérea, também em balança analítica.  

Os índices de galhas (IG) e de massas de ovos (IMO), o número de nematoides por 

grama de raiz (NOGR) e o fator de reprodução (FR) foram também determinados aos 70 

DAT. Para isto, as raízes das plantas foram lavadas em água e as massas de ovos dos 
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nematoides foram coloridas segundo Dickson e Struble (1965). Em seguida, a contagem 

do número de galhas e de massa de ovos dos nematoides-das-galhas presentes no sistema 

radicular foi realizada em microscópio estereoscópico (Primo Star, Zeiss, Oberkochen, 

Alemanha).  

O IMO foi obtido conforme preconizado por Huang et al. (1986), utilizando escala 

de notas de 1 a 5 (1= raízes sem massa de ovos; 2= raízes com 1 a 5 massas de ovos; 3= 

raízes com 6 a 15 massas de ovos; 4= raízes com 16 a 30 massas de ovos e; 5= raízes com 

mais de 30 massas de ovos). Para avaliação do IG, o número de galhas presentes nas 

raízes das plantas foi determinado pela escala de 1 a 5 (1= raiz sem galhas; 2= raiz com 

até 10 galhas pequenas; 3= raiz com até 50 galhas pequenas; 4= raiz com mais de 50 

galhas pequenas e até 10 galhas grandes; e 5=raiz com mais de 50 galhas pequenas e mais 

de 10 galhas grandes (Charchar et al., 2003).  

Para avaliação do NOGR, as raízes foram lavadas, secas em temperatura ambiente 

e pesadas antes de serem processadas de acordo com a técnica de Hussey e Barker (1973), 

modificada por Boneti e Ferraz (1981). Já o FR dos nematoides foi obtido pela divisão 

entre as densidades populacionais finais e iniciais (FR = Pf/Pi) (Oostenbrink, 1966), 

sendo Pf a população final de ovos e eventuais J2 determinados após o experimento e Pi 

a população inicial aplicada (5000 ovos e eventuais J2 de M. incognita). 

2.2.8. Conteúdo de nutrientes na parte aérea das plantas 

O material seco então foi passado em moinho de facas (Solab, São Paulo, Brasil) e 

sofreu processo de digestão em forno de micro-ondas modelo Mars Xpress (CEM, NC, 

EUA), utilizando-se 0,5 g de amostra, 8 mL de HNO3 e 2 mL de HCl. As condições de 

digestão em micro-ondas foram: 10 minutos de rampa (aquecimento), manutenção da 

temperatura em 170 °C (por 15 minutos) com potência de 1600 W e resfriamento por 20 
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minutos até temperatura ambiente. Após, as amostras foram transferidas para tubos de 

polipropileno, completando o volume final de 50 mL com água deionizada para 

quantificação dos nutrientes por espectrometria de emissão atômica por plasma (ICPE-

9000 OES, Shimadzu, Quioto, Japão). Os teores de N-total foram obtidos mediante 

digestão sulfúrica e o extrato analisado pelo método Kjeldahl (Tedesco et al., 1995). 

2.2.9. Análises estatísticas 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com seis 

repetições. As médias das diferentes variáveis analisadas foram testadas por análise de 

variância (ANOVA), após teste de Shapiro-Wilk para verificação da distribuição normal 

dos dados. A significância das diferenças quando existente entre as médias foram 

avaliadas com teste post hoc de Fisher LSD utilizando-se o programa estatístico R versão 

3.3.3. 

2.3. Resultados e discussão 

2.3.1. Caracterização química dos vermicompostos 

Os valores de pH em água dos vermicompostos variaram entre 6,9, nos tratamentos 

V e V+TA, e 6,7, em V+TV e V+TA+TV (Tabela 1). É reconhecido que a produção de 

H2CO3 através da dissolução do CO2 oriundo da respiração microbiana pode influenciar 

o pH de compostos, da mesma forma que a liberação de ácidos orgânicos (Busato et al., 

2017; Bustamante et al., 2016; Moharana e Biswas, 2016). De maneira indireta, portanto, 

é possível sugerir que T. virens apresentou habilidade de crescimento populacional no 

vermicomposto, resultando em maior produção desses compostos capazes de reduzir o 

pH do meio. Pode também ter colaborado a maior produção de AH no vermicomposto 
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inoculado com T. virens, já que os grupamentos carboxílicos e fenólicos presentes nessa 

fração húmica são também responsáveis pela acidificação do meio.  

Tabela 1. Valores de pH, condutividade elétrica (CE) e carbono orgânico total (COT) em 

vermicompostos produzidos a base de esterco bovino e enriquecidos com Trichoderma. 

Tratamento pH CE COT 

 - µs cm-1 g kg-1 

V 6,93 (±0,11) a 4070,00 (±233,93) b 125,94 (±2,56) a 

V+TA 6,92 (±0,08) a 3362,33 (±165,19) c 118,24 (±6,01) a 

V+TV 6,70 (±0,17) b 3206,01 (±224,32) c 122,01 (±6,02) a 

V+TA+TV 6,71 (±0,04) b 4496,33 (±79,25) ya 102,72 (±0,74) b 

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si a 5% de probabilidade 

pelo teste LSD. Valores entre parênteses referem-se ao desvio padrão.  
 

A condutividade elétrica (CE) pode ser empregada como indicador de qualidade 

para uso seguro do composto e valores acima de 4000 µs cm-1 tem sido considerados 

prejudiciais para a germinação e sementes e crescimento de plantas (Chowdhury et al., 

2015; Gao et al., 2010; Lazcano et al., 2008; Onwosi et al., 2017). Os tratamentos V+TA 

e V+TV apresentaram valores de condutividade elétrica 3362 e 3206 µS cm-1, 

respectivamente, enquanto para V e V+TA+TV esses valores foram de 4070 e 4496 µS 

cm-1 (Tabela 1). Valores mais elevados e inadequados de condutividade elétrica podem 

ter ocorrido devido à liberação de amônio a partir da degradação da matéria orgânica, 

aumentando os níveis de salinidade no material. Nesse sentido, a adição isolada de cada 

Trichoderma pode ter resultado no controle da liberação do amônio ou incorporação deste 

às células microbianas, ajustando os valores de condutividade elétrica para níveis 

considerados não adequados para as plantas.  

Após 120 dias de vermicompostagem, o tratamento com inoculação conjunta das 

duas espécies de Trichoderma resultou em menor valor de carbono orgânico total (COT) 

(Tabela 1), sugerindo que este tratamento apresentou maior conversão das formas de 



 
 

49 
 

carbono presentes no material em degradação a CO2. O teor de COT em V+TA+TV ao 

final do experimento foi da ordem de 102,72 g kg-1, enquanto os demais tratamentos 

apresentaram valores de 125,94, 118,24 e 122,01 g kg-1, respectivamente para V, V+TA 

e V+TV.  

2.3.2. Trocas gasosas e eficiência de uso da água 

A taxa de fotossíntese nas plantas sob os diferentes tratamentos seguiu a ordem 

V+TA > V > V+TV > controle > V+TA+TV (Figura 1A). Para o tratamento V+TA, o 

valor da taxa de fotossíntese foi de 16,9 µmol CO2 m
-2s-1, maior valor absoluto entre os 

tratamentos e 63% maior que o controle. Já V+TA+TV aparentemente inibiu a taxa de 

fotossíntese, que apresentou valor 90% menor que V+TA (8,9 µmol CO2 m
-2s-1). Em 

relação à taxa de transpiração (Figura 1B), V+TA apresentou o maior valor entre os 

tratamentos, que foi 218% maior que o controle. O menor valor encontrado foi para 

V+TA+TV, que foi 18% menor que o controle (1,75 mmol H2O m-2s-1). 

V+TA foi capaz de estimular a condutância estomática e V+TA+TV inibiu, sendo 

de 90% essa diferença (Figura 1C). V+TA aumentou em 46% a concentração interna de 

CO2 em relação ao controle enquanto V e V+TV aumentaram em 16% em comparação 

ao controle (Figura 1D).  A eficiência do uso da água apresentou resposta oposta, 

diminuindo em plantas tratadas com V+TA, V+TV e V e aumentando para V+TA+TV. 

Como é obtida pela razão entre a assimilação líquida de CO2 e condutância estomática, 

V+TA+TV apresentou baixa condutância estomática e assim resultando em uma alta 

eficiência no uso da água (Figura 1D). 
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Figura 1. Assimilação líquida de CO2 (A), taxa de transpiração (B), condutância estomática (C), 

concentração interna de CO2 (D), eficiência de uso de água (E) de plantas de tomateiro tratadas com EHSA 

e inoculadas com Meloidogyne incognita. 
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As plantas podem responder ao parasitismo do nematoide-das-galhas modificando 

seu metabolismo e diminuindo sua taxa fotossintética (Abrão e Mazzafera, 2001). A 

infecção causa obstrução do xilema e, portanto, diminui a transpiração da planta e a 

absorção de água, consequentemente, reduzindo a absorção de nutrientes (Asif et al., 

2017). Como uma adaptação ao estresse dos agentes patogênicos, as plantas ajustam a 

relação entre água, transpiração, fotossíntese e uso da água por meio de mudanças 

estomáticas, a fim de maximizar a assimilação de CO2 (Xu e Zhou, 2008). Ainda, o dano 

causado pelos nematoides pode ocasionar estresse hídrico na planta e o fechamento 

parcial dos estômatos, resultando na diminuição na fixação de CO2 (Loveys e Bird, 1973).  

Trabalhos anteriores mostraram uma taxa fotossintética aumentada como 

resultado da colonização de raízes de milho por T. virens, associada ao aumento dos níveis 

de mRNA no estado estacionário para a subunidade pequena de Rubisco e o potenciador 

de oxigênio 3-1 (Vargas et al., 2009). T. harzianum T-22 também aumentou a expressão 

de genes relacionados à fotossíntese, como a subunidade grande de Rubisco e a proteína 

complexa PSII de desenvolvimento de oxigênio, no milho (Shoresh e Harman, 2008). A 

promessa de bioestimulantes para aumentar a eficiência do uso da água possui grande 

potencial para regiões propensas a estresse, onde as culturas hortícolas são 

agronomicamente importantes (Van Oosten et al., 2017). Quando a planta é submetida a 

condições de estresse, umas das respostas é a produção de compostos que podem incitar 

o fechamento estomático, como o ácido abscísico (ABA) e espécies reativas de oxigênio 

para induzir aumento de Ca2+ concentração no citosol das células mantidas, levando a 

fechamento estomático (Klusener, 2002). Evidências apontam que o ABA participa de 

um papel importante no mecanismo de resposta de defesa da planta à patógenos, agindo 

positiva ou negativamente na regulação de resistência a doenças interferindo em 

diferentes níveis na sinalização do estresse (Asselbergh et al., 2008). Trichoderma spp. 



 
 

52 
 

também é relatado por induzir esse tipo de resistência sistêmica,  provavelmente pelo 

resultado da modulação da rede de sinalização de defesa da planta que traduz os eventos 

da sinalização precoce induzida em uma ativação mais eficiente das respostas de defesa 

da planta, envolvendo os fitohormônios ácido jasmônico, ácido salicílico e ácido 

abscísico como sinais primários dominantes na regulação das respostas locais e sistêmicas 

de defesa em plantas.  

2.3.3. Avaliações biométricas das plantas e eficiência dos EHSA em relação ao 

controle de M. incognita 

Não houve diferença entre os tratamentos para comprimento de parte aérea e 

massa seca das plantas em função da aplicação de EHSA (Figura 2).  

 

Figura 2. Comprimento da parte aérea (A), massa seca de parte aérea (B), massa fresca 

de raiz (C) e produtividade (D) de plantas de tomateiro tratadas com EHSA e inoculadas 

com Meloidogyne incognita. 
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Já para matéria fresca de raiz, o tratamento V+TA apresentou média 55,8% maior 

que o tratamento controle (109,83 e 70,46 g, respectivamente) (Figura 2C). Já é bastante 

reconhecido o efeito que as SH desempenham sobre o sistema radicular das plantas. Rose 

et al. (2014) estimaram que, em média, essas substâncias aumentam em cerca de 20% o 

sistema radicular das plantas. Esse estímulo tem sido atribuído à presença de compostos 

com características semelhante ao das auxinas (Nardi et al., 2017; Olaetxea et al., 2018; 

Scaglia et al., 2016), ou mesmo à presença de ácido indolacético (AIA) na estrutura 

húmica. O aumento da atividade da H+-ATPase na membrana plasmática de células 

radiculares também tem sido utilizado para explicar o maior desenvolvimento das raízes 

(Canellas et al., 2002; Zandonadi et al., 2007). Para EHSA, esse estímulo ao crescimento 

pode estar associado à maior capacidade das plantas tradadas em aumentar a aquisição de 

nitrato pelas raízes, em função da modulação de genes envolvidos nesta tarefa (Zanin et 

al., 2018). As SH melhoram o crescimento de raízes e brotos através de uma ação 

interconectada em vias de sinalização relacionadas a auxina e ABA nas raízes e 

citocininas na parte aérea (Nardi et al., 2017). Esta ação também pode envolver outros 

sinais moleculares, como espécies reativas de oxigênio, e mensageiros secundários, como 

o Ca2+, e é SH com as paredes celulares na superfície da raiz (Olaetxea et al., 2018). 

As produtividades das plantas dos tratamentos V+TV e V+TA+TV foram 846% 

e 94% maiores que o tratamento controle, respectivamente. Já as plantas tratadas com 

V+TA e V foram 80% e 63% mais produtivas que o controle (Figura 2D). O aumento do 

crescimento das plantas e a produtividade podem envolver vários processos biológicos e 

químicos na rizosfera que podem ser atribuídos aos mecanismos de ação de Trichoderma 

spp., como por exemplo, a modificação da disponibilidade de nutrientes no solo ou a 

modulação do crescimento das raízes (Fiorentino et al., 2018). Outros mecanismos que 

Trichoderma spp. possuem e que produzem efeitos positivos no crescimento das plantas 
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incluem a resistência induzida ao nematoide-das-galhas, a modulação da arquitetura do 

sistema radicular (comprimento total da raiz e densidade e ramificação) para aumentar a 

área e capacidade de absorção de água e nutrientes. 

Em relação ao potencial de controle dos nematoides-das-galhas, foram registradas 

reduções na ordem de 10% e 4% no fator de reprodução quando o V e V+TV foram 

aplicados (Figura 3), respectivamente. Por outro lado, os nematoides reproduziram 40% 

mais no tratamento V+TA. Quando as espécies de Trichoderma foram combinadas, o 

fator de reprodução foi igual ao controle (Figura 3). O extrato de vermicomposto também 

foi responsável por uma redução de 40% na quantidade de ovos e eventuais J2 por grama 

de raízes. 

 

Figura 3. Fator de reprodução (A) e número de ovos e eventuais J2 por grama de raízes 

de plantas de tomateiro tratadas com EHSA e inoculadas com Meloidogyne incognita. 

Considerando que as fêmeas adultas permanecem sedentárias e depositam massas 

de ovos diretamente na rizosfera, a massa das raízes aumenta proporcionalmente com a 

reprodução dos nematoides. Dessa forma, a capacidade de colonizar de raízes das plantas 
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por Trichoderma spp. depende fortemente da especificidade de cada espécie vegetal para 

tolerá-las. Caso haja compatibilidade, essa tolerância é associada à presença de sistemas 

de transporte ABC (ATP Binding Cassete), que são fatores-chave nas múltiplas interações 

estabelecidas por Trichoderma spp. com outros microrganismos em um ambiente 

potencialmente antagônico.  Dessa forma, o tratamento V+TV apresentaram a segunda 

maior massa de raízes e a maior incidência de galhas, como demonstrado anteriormente. 

Apesar disso, plantas tratadas com V mostraram massa radicular maior, porém menor 

infecção com nematoide-das-galhas. Independentemente dos tratamentos, não foram 

observadas diferenças no IG e IMO. O mecanismo por meio do manejo bem-sucedido do 

nematoide-das-galhas depende da promoção do crescimento vegetal e por meio de 

subprodutos metabólicos, enzimas e toxinas produzidas pelos agentes de biocontrole 

(Tiwari et al., 2017). Trabalhos anteriores sobre metabólitos e toxinas microbianas 

mostraram que eles têm impacto direto nas populações de nematoides, interferindo na 

reprodução, na eclosão dos juvenis ou matando diretamente os nematoides (Herrera-Parra 

et al., 2017; Huang et al., 2016; Sharon et al., 2001; Udo et al., 2014). 

Os extratos de vermicomposto que foram inoculados com Trichoderma não 

apresentaram diferença no antagonismo de M. incognita. T. asperellum e T. virens 

também foram relatados por Siddiqui e Akhtar (2008) como pouco eficientes no controle 

de M. incognita em tomateiro, provavelmente porque foram re-isolados de um número 

muito menor de ovos e eventuais J2, demonstrando pouca capacidade de antagonismo ao 

nematoide-das-galhas. A combinação de dois agentes de biocontrole também foi relatado 

como ineficiente por Meyer et al. (2001), sendo um dos motivos pela baixa capacidade 

em suprimir M. incognita. Porém, não está bem elucidado na literatura por que algumas 

combinações não reduziram as populações de nematoides-das-galhas, embora os agentes 

individuais tenham sido eficazes. É possível que as estirpes testadas fossem antagônicas 
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entre si sob as condições usadas para os experimentos, ou que as combinações testadas 

suprimissem a produção de compostos antagonistas de nematoides (Meyer et al., 2001; 

Zhang et al., 1996). Nenhuma diferença no IG e IMO foi encontrada, similar ao que foi 

encontrado por Spiegel e Chet (1998), apesar de reduções significativas na infecção por 

M. incognita em tomateiro. Pode-se presumir que a inoculação de Trichoderma spp. na 

fase inicial do ciclo do nematoide-das-galhas pode paralisar e atrasar o acesso dos 

nematoides as raízes nesta fase inicial de exposição, assim permitindo que as raízes 

escapem o ataque inicial e se invistam nos mecanismos de defesa e crescimento (Spiegel 

e Chet, 1998). Diferenças na contagem do número de ovos e eventuais juvenis podem 

acontecer em curto prazo, onde a presença do Trichoderma inibe a explosão populacional 

inicial, sendo que ao passar dos ciclos, essa diferença inicial desaparece até não houver 

diferença nos IG e IMO (Spiegel e Chet, 1998).  

2.3.4. Conteúdo de nutrientes na parte aérea das plantas 

Um dos sintomas clássicos observados a partir infecção do nematoide-das-galhas 

em plantas cultivadas é o aparecimento de deficiência nutricional  (Bird, 1974). O maior 

teor de nitrogênio total foi encontrado para o tratamento V, seguido de V+TA, V+TV, 

V+TA+TV e o controle (Tabela 2). Nas concentrações de potássio, V+TA apresentou 

acúmulo 70% maior que o controle, enquanto V+TV, V e V+TA+TV, 60%, 46% e 30%, 

respectivamente. Tanto para cálcio e magnésio, a ordem decrescente de absorção foi V > 

V+TV > V+TA > V+TA+TV>controle. Aumentos nos teores de cálcio foram de 33%, 

18%, 9% e 7% em relação ao controle, respectivamente. Para magnésio, as concentrações 

médias foram 244% maiores com V (0,45 dag.kg-1) e 92% maiores para  V+TV (0,28 

dag.kg-1) em relação ao controle.
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Tabela 2. Teores médios de macronutrientes na parte aérea de plantas de tomateiro tratadas com EHSA e inoculadas com M. incognita. 

Tratamento N P K Ca Mg S 

 ---------------------------------------------------dag kg-1----------------------------------------------------- 

Controle 12,47 (±2,26) yc 0,30 (±0,03)  1,73 (±0,12) yd 6,44 (±0,62) yb 0,13 (±0,03) b 0,32 (±0,07) yb 

V 18,29 (±1,63) ya 0,37 (±0,15) 2,53 (±0,23) bc 8,55 (±0,23) ya 0,48 (±0,42) a 0,46 (±0,01) ab 

V+TA 17,13 (±1,70) ab 0,45 (±0,04) 2,93 (±0,25) ya 7,03 (±0,92) ab 0,16 (±0,04) b 0,43 (±0,01) ab 

V+TV 16,93 (±0,80) ab 0,39 (±0,04) 2,76 (±0,20) ab 7,72 (±0,98) ab 0,25 (±0,03) b 0,50 (±0,15) ya 

V+TA+TV 14,07 (±0,92) bc 0,36 (±0,11) 2,26 (±0,20) yc 6,91 (±0,24) ab 0,16 (±0,05) b 0,40 (±0,06) ab 

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste LSD. 

 

 

Tabela 3. Teores médios de micronutrientes na parte aérea de plantas de tomateiro tratadas com EHSA e inoculadas com M. incognita. 

Tratamento B Cu Fe Mn Mo Zn 

 -----------------------------------------------------------mg kg-1---------------------------------------------------------- 

Controle 36,45 (±6,37) b 10,29 (±1,31) 109,35 (±5,65) yb 065,45 (±4,43) yb 11,95 (±0,63) 4,79 (±0,86) 

V 16,55 (±5,16) b 11,45 (±1,06) 203,00 (±4,13) ab 054,75 (±2,22) yb 09,71 (±0,99) 4,11 (±0,49) 

V+TA 71,65 (±8,55) a 10,32 (±0,66) 225,66 (±5,40) ab 124,80 (±4,12) ab 12,90 (±0,28) 4,90 (±0,16) 

V+TV 97,45 (±6,43) a 10,83 (±0,63) 269,33 (±8,49) ya 176,00 (±2,55) ya 12,46 (±1,28) 5,52 (±1,02) 

V+TA+TV 13,61 (±6,62) b 09,20 (±0,88) 172,50 (±6,87) ab 054,80 (±2,39) yb 11,10 (±0,63) 4,56 (±0,70) 

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste LSD. 
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As concentrações de enxofre também foram aumentas com a aplicação dos EHSA, sendo 

o aumento mais expressivo com V+TV (aumento de 56%) em relação ao controle. Plantas 

de tomateiro e pepino modificadas com o gene qid74 produzido por T. harzianum foram 

capazes de absorver mais NPK do que plantas não tratadas devido à modificações na 

arquitetura das raízes e consequentemente o aumento da superfície de absorção assim 

facilitando a absorção de nutrientes e a translocação de nutrientes na parte aérea, 

resultando no aumento da biomassa das plantas através do uso eficiente de NPK e 

micronutrientes (Samolski et al., 2012).  

A adição de EHSA também teve efeitos na dinâmica de absorção de 

micronutrientes (Tabela 3). Em relação ao boro, o tratamento V+TV apresentou 67% a 

mais que o controle, enquanto o tratamento V+TA, 96% a mais que o controle. A 

diminuição da concentração de ferro com o tratamento V+TA+TV, em relação aos outros 

tratamentos contendo Trichoderma spp., revelou que, provavelmente, os microrganismos 

competiram com a planta por esse nutriente, o que é consistente com trabalhos anteriores 

(Borrero et al., 2012; de Santiago et al., 2009). Já a aplicação de T+TV, foi 56% maior 

que o tratamento V+TA+TV e 146% maior que o controle. 

Dessa forma, EHSA melhora a nutrição mineral e o crescimento de plantas por 

meio de ambas as ações no solo (ou no substrato em crescimento), principalmente 

relacionadas à sua capacidade de formar complexos estáveis com metais e à ativação da 

rede molecular e enzimática envolvida na aquisição de raízes de nutrientes. Esta ação é 

especialmente relevante para alguns nutrientes como Fe, N e P (Olaetxea et al., 2018b), 

maior assimilação/solubilização de macronutrientes (P) e micronutrientes (Fe, Mn e Zn), 

possivelmente influenciada por alterações de pH da rizosfera (Fiorentino et al., 2018).  
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2.4. Conclusões 

O uso de EHSA inoculado com Trichoderma spp. foi capaz de estimular as trocas 

gasosas, aumentar a produtividade e a nutrição das plantas de tomateiro em ambiente 

controlado. O tratamento V+TA aumentou a assimilação líquida de CO2 em 63% e a 

transpiração em 218%, em relação ao controle. A produtividade foi aumentada em todos 

os tratamentos com adição de EHSA, com aumento de 864% para o tratamento V+TV 

em relação ao controle. O antagonismo de Trichoderma spp. não foi eficaz na redução da 

reprodução de M. incognita nas condições deste experimento, mas foi capaz de induzir 

tolerância ao nematoide-das-galhas nas plantas com adição de EHSA. O acúmulo de 

nutrientes nas plantas de tomateiro tratadas também foi maior principalmente para N, K, 

Ca e S. 
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Resumo 

Os extratos húmicos solúveis em água (EHSA) obtidos de vermicompostos têm sido 

estudados em função da sua capacidade em estimular o crescimento vegetal. Uma 

possibilidade ainda pouco explorada se refere à fortificação de vermicomposto com 

microrganismos capazes de promover o crescimento vegetal e de atuar no sistema de 

defesa das plantas contra patógenos. Nesse sentido, os fungos do gênero Trichoderma 

estão entre os microrganismos mais estudos principalmente por suas características 

colonizadoras e competidoras. Um experimento em casa-de-vegetação foi conduzido com 

plantas de pimentão inoculadas artificialmente com Meloidogyne incognita ,as quais 

receberam semanalmente quatro diferentes extratos húmicos solúveis em água (EHSA): 

EHSA de vermicomposto (V), EHSA de vermicomposto  fortificado com T. asperellum 

(V+TA), EHSA de vermicomposto  fortificado com T. virens (V+TV), EHSA de 

vermicomposto  fortificado com T. asperellum + T. virens (V+TA+TV). Um controle, 

sem a adição de EHSA, também foi incluído para fins de comparação. Avaliações 

biométricas, de trocas gasosas e do potencial de controle biológico dos extratos foram 

feitas. Foi observado que a eficiência do uso da água das plantas foi aumentada em 94% 

pelo tratamento V+TV e em 53% na adição de V+TA em relação ao controle. V+TV foi 

eficiente na promoção do crescimento das plantas de pimentão, apresentando maior massa 

seca de parte aérea e maior massa de raiz. Já as plantas tratadas com V apresentaram 

maior produtividade. Reduções drásticas no número de ovos e J2 de M. incognita também 

foram observadas para todos os tratamentos, com destaque para V (56%) e V+TA+TV 

(38%). O acúmulo de nutrientes nas plantas de pimentão tratadas com EHSA também foi 

maior principalmente para N, Ca, Mg, B, Fe e Mn. Portanto, a utilização de EHSA de 

vermicomposto enriquecido com Trichoderma spp. permitiu reduções na reprodução do 

nematoide-das-galhas, bem como favoreceu a indução de resistência contra o patógeno 

nas condições testadas, aumentando a produtividade, o desenvolvimento e a nutrição das 

plantas.  

 

Palavras-chave: Bioestimulantes; Capsicum anuum L.; crescimento vegetal; nematoide-

das-galhas; controle biológico. 
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Abstract  

The water-soluble humic extracts (EHSA) obtained from vermicompost processes have 

been studied in function of their capacity to stimulate plant growth. A possibility that has 

not yet been explored concerns the fortification of vermicompost with microorganisms 

capable of promoting plant growth and acting in the plant defense system against 

pathogens. In this sense, the fungi of the genus Trichoderma are among the 

microorganisms more studies mainly because of their colonizing and competing 

characteristics. A greenhouse experiment was conducted with artificially inoculated 

bellpepper plants with M. incognita, which received four different water soluble humic 

extracts (EHSA) weekly: vermicompost EHSA (V), vermicompost EHSA fortified with 

T. asperellum (V + TA), vermicompost EHSA fortified with T. virens (V + TV), 

vermicompost EHSA fortified with T. asperellum + T. virens (V + TA + TV). A control, 

without the addition of EHSA, was also included for comparison purposes. Biometric, 

gas exchange, and biological control potential of Trichoderma spp. were made. It was 

observed that the water use efficiency was increased by 94% by the V + TV treatment 

and by 53% by the addition of V + TA in relation to the control. V + TV was efficient in 

the promotion of the growth of the pepper plants, presenting bigger shoot mass and larger 

root mass. However, the plants treated with V showed higher productivity. Diffuse 

reductions in the number of eggs and J2 of M. incognita were also observed for all 

treatments, especially V (56%) and V + TA + TV (38%). The accumulation of nutrients 

in pepper plants treated with EHSA was also higher mainly for N, Ca, Mg, B, Fe and Mn. 

Therefore, the use of EHSA of vermicompost enriched with Trichoderma spp. allowed 

for reductions in the reproduction of the root knot nematode, as well as favored the 

induction of resistance against the pathogen under the conditions tested, increasing the 

productivity, development and nutrition of the plants. 

Keywords: Biostimulants; Capsicum anuum L.; plant growth; root-knot-nematode; 

biological control. 
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3.1 Introdução 

É recente a abundância de formulações contendo substâncias ou compostos 

bioativos e microrganismos que são aplicados em plantas cultivadas visando melhorar a 

nutrição, a tolerância ao estresse abiótico e os atributos de qualidade do das plantas 

cultivadas. Essas substâncias e microrganismos são geralmente referidas como 

bioestimulantes de plantas (du Jardin, 2015). Sua aplicação visa ativar uma série de 

mecanismos fisiológicos e moleculares nas plantas, tais como aqueles responsáveis por 

aumentar a fotossíntese, a absorção e a translocação de nutrientes e a ativação do 

metabolismo secundário, estimulando, assim, a produção de fitoquímicos e o 

desenvolvimento do vegetal (Rouphael et al., 2018). 

As substâncias húmicas (SH), umas das classes de bioestimulantes de plantas, são 

misturas de compostos orgânicos complexos que são separadas em três frações com base 

na sua solubilidade aquosa: ácidos fúlvicos (AF), solúveis em água sob todas as condições 

de pH; ácidos húmicos (AH), insolúveis em pH <2 mas solúveis em valores de pH mais 

elevados; e huminas, insolúvel em água a qualquer valor de pH (Hayes e Clapp, 2001). A 

fração AH, em particular, é a mais aplicada em bioensaios, com resultados expressivos 

principalmente no aumento da densidade de raízes e o consequente aumento da absorção 

de água e nutrientes (Nardi et al., 2017; Pinton et al., 1997; Roomi et al., 2018; Trevisan 

et al., 2011). 

A obtenção da fração denominada extrato húmico solúvel em água (EHSA) a 

partir do uso de SH solúveis em água tem sido reportada como promotora do crescimento 

vegetal dado à sua facilidade de seus compostos em acessar células vegetais e produzir 

estímulos fisiológicos (Zandonadi et al., 2013). Avanços recentes mostram evidências 

moleculares e fisiológicas que a adição de EHSA nas plantas podem aumentar o 

metabolismo de N promovendo uma assimilação mais eficiente de nitrogênio (Pinton et 
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al., 2016). Neste contexto, Zanin et al. (2018) demonstraram a eficiência do EHSA no 

aumento e eficiência da absorção de nitrato por plantas de milho, atuando em níveis 

transcricionais no metabolismo e mobilização de N pela regulação de transportadores de 

nitrato e proteínas acessórias. Independentemente da fração empregada, os 

vermicompostos obtidos a partir de resíduos orgânicos constituem fonte abundante de SH 

bioativas (Vaccaro et al., 2009).  

Também, recente importância tem sido dada aos microrganismos bioestimulantes 

de plantas. Os fungos do gênero Trichoderma são mundialmente reconhecidos como 

agentes de controle biológico e promotores do crescimento vegetal, uma vez que são 

capazes de colonizar as raízes da maioria das espécies, com efeitos sinérgicos para o 

crescimento das plantas e resistência a doenças de solo (Gomes et al., 2017; Vieira et al., 

2013). Sua ação contra microrganismos patogênicos inclui seu efeito antagonista, 

micoparasitismo, antibiose pela produção de enzimas e metabólitos secundários e indução 

dos mecanismos de defesa das plantas (Freitas et al., 2016; Hussain et al., 2017; Vieira et 

al., 2018). 

Os nematoides parasitas de plantas estão associados à maioria das culturas 

hortícolas e causam danos econômicos consideráveis, necessitando de alternativas de 

controle sustentáveis. Redução de 50% no número de nematoide-das-galhas em raízes de 

pepino tratadas com Trichoderma asperellum foi observada por Mascarin et al. (2012). 

Pascual et al. (2017) relataram que a aplicação de composto enriquecido com T. 

harzianum T-78 aumentou o crescimento de plantas de melão e reduziu a incidência de 

Fusarium oxysporum f. sp. melonis. 

A diversidade da biota do solo é altamente influenciada pelas técnicas de produção 

modernas, fazendo com que a presença de bioagentes de controle seja limitada frente à 

alta população de microrganismos patogênicos, fazendo-se necessário o aporte de 
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populações de microrganismos benéficos (Altieri, 1999; Sala et al., 2019).  Os substratos 

empregados nos processos de vermicompostagem são em geral ricos em carbono, 

celulose e lignocelulose, podendo servir como meio de multiplicação de fungos do gênero 

Trichoderma, que são decompositores especializados desses tipos de compostos e 

antagonistas de um grande espectro de patógenos de solo (Parkash e Saikia, 2015).  

Este trabalho hipotetiza que o vermicomposto é um bom meio para o 

desenvolvimento de Trichoderma spp. e que a aplicação de EHSA obtido desse 

vermicomposto biofortificado é capaz de controlar o desenvolvimento e a reprodução do 

nematoide-das-galhas, além de fornecer substancias bioativas capazes de favorecer o 

desenvolvimento, a produtividade e as trocas gasosas de plantas de pimentão.  

3.2 Material e métodos  

3.2.1. Vermicompostagem 

Inicialmente, realizou-se um processo de vermicompostagem em caixas de 

polietileno com capacidade para 310 dm3 empregando-se esterco bovino e minhocas 

vermelhas da Califórnia (Eisenia foetida). Para isto, o esterco foi acondicionado nas 

caixas para um período inicial de compostagem de 30 dias, com revolvimento e 

umidificação semanal. Para evitar o acúmulo de líquido no fundo das caixas, foi 

adicionada uma torneira para coleta e recirculação do líquido coletado. Após 30 dias, o 

material em compostagem recebeu a adição de minhocas na proporção de 80 indivíduos 

para cada dm3 de composto. O material permaneceu mais 120 dias sob ação das minhocas, 

totalizando 120 dias para obtenção do vermicomposto. 
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3.2.2. Obtenção e confirmação da identidade dos isolados de Trichoderma spp. 

através do sequenciamento Sanger de regiões específicas (ITS) 

Os inóculos de Trichoderma spp. (T. asperellum e T. virens) foram obtidos da 

coleção do Laboratório de Agromicrobiologia Aplicada da Universidade Federal do 

Tocantins. 

Para a confirmação das espécies, o DNA total das amostras dos dois isolados de 

Trichoderma, o DNA total das amostras dos dois isolados de foi extraído através do Kit 

ZR Fungal/Bacterial DNA MicroPrep™ (D6007) de acordo com protocolo do fabricante. 

A qualidade do DNA extraído foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose 2% 

e quantificados por fluorescência (Qubit). O DNA extraído foi mantido à temperatura de 

-20ºC até o momento do uso. 

As reações de PCR foram feitas em um volume final de 20µL, contendo 10µL de 

GoTaq® Colorless Master Mix 2x (Promega, USL), 0.6μM de oligonucleotideo foward 

e 0.6μM de oligonucleotideo reverse, 40ng de DNA genômico e água ultrapura estéril 

suficiente para 20uL. Para a amplificação da região ITS foram utilizados os primers ITS4 

e ITS5.  O programa de amplificação consistiu de desnaturação inicial a 95ºC por 5 min, 

seguida por 30 ciclos de desnaturação a 95ºC por 30 seg., anelamento a 56ºC por 40seg; 

extensão a 72ºC por 1 min e uma extensão final a 72ºC por 5 min. As reações de 

amplificação foram conduzidas em termociclador Veriti™ Thermal Cycler (Applied 

Biosystems). 

As amostras de PCR foram avaliadas e gel de agarose 2% corados com UniSafe 

Dye, visualizado sob luz UV e após purificadas com Agencourt AMPure XP (Beckman 

Coulter, Inc.). A quantificação dos produtos purificados realizada por fluorescência em 

aparelho Qubit (ThermoFhischer). 
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Para realização do sequenciamento foram utilizados os primers ITS4 e ITS5. A 

reação de sequenciamento foi feita em BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Apllied) e reação de precipitação por Etanol/EDTA/Acetato de Sódio. O sequenciamento 

automático foi realizado por eletroforese capilar no equipamento ABI3730xl DNA 

Analyzer (Applied Biosystems). Após o sequenciamento, foi realizado a análise dos 

eletroferogramas utilizando os programas EMBOSS/Merger, Chromas Lite, Geneious 

4.8.3 para obtenção da sequência consenso. Após a edição, a sequência obtida foi utilizada 

na busca de sequências de referência similares depositadas no GenBank, através da 

ferramenta BLAST. 

3.2.3. Crescimento e aplicação de Trichoderma spp. 

Após repicagem dos isolados de Trichoderma spp. em placas de Petri contendo meio 

BDA (Batata Dextrose Agar), o material permaneceu em câmara do tipo BOD 

(Lucadema, São Paulo, Brasil), a 28 ± 0,2 ºC, por 15 dias. Foram então obtidas suspensões 

de conídios em água destilada pela raspagem das hifas crescidas nas placas, padronizando 

a concentração em 1x106 esporos mL-1 com auxílio de câmara de Neubauer e microscópio 

ótico (Primo Star, Zeiss, Oberkochen, Alemanha) com aumento de 400 vezes (Ortiz e 

Orduz, 2001). 

A aplicação das suspensões dos fungos ocorreu em dois momentos: após 15 e 30 

dias do início da compostagem. Em cada aplicação, foram adicionados 2 L de suspensão 

contendo 1x106 esporos mL-1 em cada caixa contendo 300 dm3 de vermicomposto. As 

aplicações foram feitas distribuindo-se uniformemente a suspenção na superfície do 

vermicomposto, sendo definidos cinco tratamentos: vermicomposto sem adição de 

Trichoderma spp. (V); vermicomposto com adição de T. asperellum (V+TA); 

vermicomposto com adição de T. virens (V+TV); vermicomposto com adição de T. 
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asperellum e T. virens (V+TA+TV) e o controle (água). Para o tratamento com inoculação 

conjunta, utilizou-se metade do volume de cada espécie para que o total aplicado fosse 

equivalente ao dos tratamentos com inoculação isolada. Ao final do processo, amostras 

do vermicomposto foram obtidas para realização da caracterização analítica, extração do 

EHSA e teste com plantas. 

3.2.4. Caracterização química dos vermicompostos 

Parte das amostras dos vermicompostos foram secas a 105°C até massa constante 

em estufa de circulação forçada (Q317M-12, Quimis, São Paulo, Brasil) visando a 

caracterização química. Os valores de pH e condutividade elétrica foram determinados 

em água destilada (relação1:5), após agitação em mesa orbital (MA 420/8-125, Marconi, 

São Paulo, Brasil) (150 rpm), por 30 minutos, sendo as leituras realizadas em pHmetro 

(PG2000, Gehaka, São Paulo, Brasil) e condutivímetro (Q485M, Quimis, São Paulo, 

Brasil), respectivamente. O teor de carbono orgânico total (COT) foi determinado 

empregando-se o método de Walkley e Black (1934) com modificações (Yeomans e 

Bremner, 1988), utilizando-se solução de K2Cr2O7 0,166 mol L-1, como agente oxidante, 

e Fe(NH4)2(SO4)2˖6H2O 0,5 mol L-1 como titulante do excesso de K2Cr2O7, em presença 

de indicador difenilamina 0,16%.  

3.2.5. Produção das mudas de pimentão, inoculação com M. incognita e aplicação 

do extrato húmico solúvel em água 

Sementes de pimentão cv. “Magali R” foram germinadas em bandejas plásticas 

preenchidas com substrato comercial (Carolina Soil, São Paulo, Brasil). Aos 15 DAS, as 

mudas foram transplantadas para vasos plásticos com capacidade para 5,0 dm3 

preenchidos com solo (Latossolo Vermelho) e palha de arroz carbonizada, na proporção 
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de 2:1 (v:v). Previamente, o solo foi autoclavado e corrigido para fins de acidez e calagem 

de acordo com os procedimentos descritos em Souza e Lobato (2004). Adubações de 

cobertura foram realizadas durante o experimento conforme o preconizado para a cultura 

(Gomes et al., 1999). Os vasos foram alocados em bancadas suspensas higienizadas com 

NaClO, em casa-de-vegetação. Um sistema de gotejamento foi implementado para o 

experimento, aplicando água conforme necessidade medida por sensores de umidade solo 

(Irrigas, Hidrosense, São Paulo, Brasil).  

A espécie de nematoide-das-galhas inoculada foi obtida do laboratório de 

Nematologia da Embrapa Hortaliças, Brasília – DF. A identificação da espécie M. 

incognita raça 1 foi previamente realizada mediante corte da região perineal de fêmeas 

adultas (Yang e Eisenback, 1983; Rammah e Hirschmann, 1988; Eisenback e 

Triantaphyllou, 1991). A análise do fenótipo da isoenzima esterase foi realizada para 

confirmar a espécie desejada, de acordo com Carneiro e Almeida (2001). A inoculação 

das plantas com M. incognita foi realizada após o transplantio das mudas (15 DAS), com 

a deposição, nas raízes ao redor do coleto das plantas, de 5,0 mL de suspensão em água 

contendo 5.000 ovos e eventuais J2. 

A obtenção do EHSA seguiu uma adaptação do método original proposto por 

Pinton et al. (1998), utilizando-se amostras dos vermicompostos e água destilada, na 

relação 1:5 (v:v). Os materiais foram agitados por 4 horas, com posterior decantação da 

fração insolúvel e sifonação do extrato para imediata aplicação. Para avaliar o efeito dos 

tratamentos, foram realizadas 10 aplicações de 250 mL/vaso ao redor do coleto das 

plantas, sendo a primeira após a deposição dos ovos e J2 de M. incognita e as posteriores 

em intervalos de 7 dias até o período de 70 dias. O tratamento controle recebeu o mesmo 

volume de água destilada. 
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3.2.6. Trocas gasosas e eficiência de uso da água 

As plantas foram avaliadas com 50 DAT, período provável da resposta inicial à 

infecção por nematoides (Mioranza et al., 2018), quanto à assimilação líquida de CO2, 

taxa de transpiração, condutância estomática e concentração interna de CO2, empregando-

se um analisador portátil de fotossíntese por radiação infravermelha (IRGA - Li-6400XT, 

LICOR, Nebraska, EUA). A eficiência de uso de água foi obtida a partir da relação entre 

assimilação líquida de CO2 e a condutância estomática. As medições foram feitas em 

folhas adultas e sadias escolhidas no terço mediano das plantas, no período entre 08 e 10 

h da manhã. A concentração de CO2 injetada artificialmente na câmara de assimilação do 

IRGA foi fixada em 400 μmol mol−1. As avaliações foram feitas sob 300 μmol m−2 s-1 de 

densidade de fluxo fotossinteticamente ativos (de Oliveira Silva et al., 2018).  

3.2.7. Avaliações biométricas das plantas e eficiência do biocontrole sobre M. 

incognita 

Setenta DAT foram analisados os seguintes parâmetros relacionados à biometria 

das plantas: comprimento da parte aérea das plantas, com auxílio de régua graduada, da 

base do vaso (substrato) até a última ramificação foliar; massa fresca de raízes e massa 

parte aérea, em balança analítica (S303, BEL, São Paulo, Brasil). Em seguida, as plantas 

foram secas em estufa de circulação de ar (TE 394/3, Tecnal, São Paulo, Brasil) a 60º C, 

por 48 horas, para determinações de massa seca da parte aérea, também em balança 

analítica.  

Os índices de galhas (IG) e de massas de ovos (IMO), o número de nematoides por 

grama de raiz (NOGR) e o fator de reprodução (FR) foram também determinados aos 70 

DAT Para isto, as raízes das plantas foram lavadas em água e as massas de ovos dos 
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nematoides foram coloridas segundo Dickson e Struble (1965). Em seguida, a contagem 

do número de galhas e de massas de ovos dos nematoides presentes no sistema radicular 

foi realizada em microscópio estereoscópico (Primo Star, Zeiss, Oberkochen, Alemanha).  

O IMO foi obtido conforme preconizado por Huang et al. (1986), utilizando escala 

de notas de 1 a 5 (1= raízes sem massa de ovos; 2= raízes com 1 a 5 massas de ovos; 3= 

raízes com 6 a 15 massas de ovos; 4= raízes com 16 a 30 massas de ovos e; 5= raízes com 

mais de 30 massas de ovos). Para avaliação do IG, o número de galhas presentes nas 

raízes das plantas foi determinado pela escala de 1 a 5 (1= raiz sem galhas; 2= raiz com 

até 10 galhas pequenas; 3= raiz com até 50 galhas pequenas; 4= raiz com mais de 50 

galhas pequenas e até 10 galhas grandes; e 5=raiz com mais de 50 galhas pequenas e mais 

de 10 galhas grandes (Charchar et al., 2003).  

Para avaliação do NOGR, as raízes foram lavadas, secas em temperatura ambiente 

e pesadas antes de serem processadas de acordo com a técnica de Hussey e Barker (1973), 

modificada por Boneti e Ferraz (1981). Já o FR dos nematoides foi obtido pela divisão 

entre as densidades populacionais finais e iniciais (FR = Pf/Pi) (Oostenbrink, 1966), 

sendo Pf a população final de ovos e eventuais J2 determinados nos sistemas radiculares 

após o experimento e Pi a população inicial aplicada (5000 ovos e eventuais J2 de M. 

incognita). 

3.2.8. Conteúdo de nutrientes na parte aérea das plantas 

O material seco então foi passado em moinho de facas (Solab, São Paulo, Brasil) e 

sofreu processo de digestão em forno de micro-ondas modelo Mars Xpress (CEM, NC, 

EUA), utilizando-se 0,5 g de amostra, 8 mL de HNO3 e 2 mL de HCl. As condições de 

digestão em micro-ondas foram: 10 minutos de rampa (aquecimento), manutenção da 

temperatura em 170 °C (por 15 minutos) com potência de 1600 W e resfriamento por 20 
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minutos até temperatura ambiente. Após, as amostras foram transferidas para tubos de 

polipropileno, completando o volume final de 50 mL com água deionizada para 

quantificação dos nutrientes por espectrometria de emissão atômica por plasma (ICPE-

9000 OES, Shimadzu, Quioto, Japão). Os teores de N-total foram obtidos mediante 

digestão sulfúrica e o extrato analisado pelo método Kjeldahl (Tedesco et al., 1995). 

3.2.9. Análises estatísticas 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com seis 

repetições. As médias das diferentes variáveis analisadas foram testadas por análise de 

variância (ANOVA), após teste de Shapiro-Wilk para verificação da distribuição normal 

dos dados. A significância das diferenças quando existente entre as médias foram 

avaliadas com teste post hoc de Fisher LSD utilizando-se o programa estatístico R versão 

3.3.3. 

3.3 Resultados e discussão 

3.3.1 Caracterização química dos vermicompostos 

A caracterização química dos vermicompostos foi apresentada em Pereira et al. 

(2019), artigo submetido. 

3.3.2 Trocas gasosas e eficiência de uso da água 

Houve diferença entre as variáveis relativas às trocas gasosas (Figura 1). Em 

relação à assimilação líquida de CO2, V+TA+TV foi o tratamento mais responsivo, 

alcançando uma taxa de 17 µmol CO2 m
-2s-1, valor 19% maior que o observado para o 

tratamento V+TA (Figura 1A), que apresentou menor valor absoluto entre os tratamentos. 

A taxa de transpiração também foi aumentada com V+TA+TV e reduzida com V+TA 
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(Figura 1B), sendo a diferença entre estes dois tratamentos de 44%. A taxa fotossintética 

da folha é responsiva ao estresse hídrico moderado, que pode ser causado por fatores 

bióticos ou abióticos (Doni et al., 2014).  
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Figura 1. Assimilação líquida de CO2 (A), taxa de transpiração (B), condutância 

estomática (C), concentração interna de CO2 (D), eficiência de uso de água (E) de plantas 

de pimentão tratadas com EHSA e inoculadas com Meloidogyne incognita. 
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Neste sentido, o estresse hídrico geralmente afeta tanto a fotossíntese foliar quanto 

a condutância estomática, principalmente pela limitação da difusão de CO2 dos sítios de 

carboxilação para o estroma do cloroplasto (Chaves et al., 2009). A conservação de altas 

taxas de transpiração constitui um mecanismo vital que garante um fluxo continuo de 

CO2 e, consequentemente, de nutrientes, reduzindo a temperatura da planta e promovendo 

o crescimento vegetativo (Matimati et al., 2014).  

Apesar da ausência de diferença em relação ao controle, observou-se maior valor 

absoluto para condutância estomática no tratamento V+TA+TV (0,41 mol H2O m-2s-1), 

seguido pelo controle (0,39 mol H2O m-2s-1). O tratamento V+TV, entretanto, resultou no 

menor valor de condutância estomática, provavelmente devido ao suprimento insuficiente 

de CO2 pela inibição da fotossíntese (Li et al., 2017) (Figura 1C).  

Nenhum tratamento aumentou consistentemente a concentração interna de CO2 

em comparação ao controle, sendo que reduções significativas de 8 e 10% foram 

registradas para V+TA e V+TV, respectivamente (Figura 1D). O maior acúmulo de CO2 

sugere que existe uma limitação no processo de assimilação de CO2 provavelmente 

devido a danos no aparato fotossintético da planta, diminuindo a concentração e a 

atividade da enzima Rubisco (Lawlor, 2002).  

A eficiência do uso da água foi aumentada em 94% por V+TV e em 53% com a 

adição de V+TA em relação ao controle (Figura 1E). À medida que os estômatos fecham 

durante os estágios iniciais do estresse hídrico, a eficiência do uso da água pode aumentar 

(isto é, mais CO2 pode ser absorvido por unidade de água transpirada) pois o fechamento 

estomático inibe mais a transpiração do que diminui as concentrações intercelulares de 

CO2 (Sussmilch et al., 2019), como observado nas plantas tratadas com V+TV e V+TA. 

Dessa forma, a redução da condutância estomática incitada pelo fechamento dos 

estômatos reduz  o uso de água pelos mecanismos de transpiração da planta (Marquez et 
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al., 2017). Contreras-Cornejo et al. (2015) observaram que sementes de mutantes de 

Arabidopsis cultivadas juntamente com T. virens ou T. atroviride diminuíram a abertura 

dos estômatos e reduziram a perda de água em comparação às sementes não inoculadas, 

conforme encontrado nesta pesquisa. Porém, este efeito não foi observado para os 

mutantes insensíveis à ABA (ab1-1 e ab2-1), sugerindo que esses fungos estimularam o 

marcador induzível abi4:uidA do ácido abscísico, produzindo ABA sob condições 

normais e salinas de crescimento (Contreras-Cornejo et al., 2015).  

Certos genes de Trichoderma spp., como as aquagliceporinas, foram identificados 

como importantes na tolerância a estresses bióticos e abióticos (Vieira et al., 2018, 2017). 

Análises funcionais desses genes comprovam sua importância nos processos fisiológicos 

e respostas relacionada a adaptação em condições ambientais adversas (Martinez-Ballesta 

e Carvajal, 2014). 

3.3.3 Avaliações biométricas das plantas e eficiência dos EHSA em relação ao 

controle de M. incognita 

De forma geral, o desenvolvimento da parte aérea foi afetado positivamente pela 

adição de EHSA (Figura 2). O tratamento V+TV aumentou em 33% o comprimento e em 

10% a massa seca da parte aérea das plantas tratadas em relação ao controle (Figura 2B). 

Ainda que os tratamentos V e V+TA+TV aumentaram em 28% a comprimento das 

plantas, isto não foi refletido em aumentos em maior massa seca de parte aérea, e assim, 

não se diferenciando do controle em ambas variáveis, assim como o tratamento 

V+TA+TV (Figura 2B). O crescimento de raízes também foi estimulado em relação ao 

controle pela aplicação de EHSA contendo Trichoderma spp., na ordem de 56% no 

tratamento V+TV, 28% no tratamento V+TA+TV e 22% com a aplicação de V+TA 

(Figura 2C). Em relação à produtividade, as plantas de pimentão tratadas com V, V+TV 

e V+TA produziram 163, 110 e 53% mais que o controle, respectivamente (Figura 2D).  
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Figura 2. Comprimento da parte aérea (A), massa seca de parte aérea (B), massa fresca de raiz (C) e 

produtividade (D) de plantas de pimentão tratadas com EHSA e inoculadas com Meloidogyne incognita. 

Os efeitos de estímulo ao crescimento decorrentes da adição do EHSA podem 

estar relacionados com a presença de auxinas, um dos hormônios vegetais mais 

importantes que formam a arquitetura da planta. Uma auxina natural bem conhecida é o 

ácido indol-3-acético (IAA), que pode induzir o crescimento de raízes secundarias, 

principalmente na fase inicial do ciclo das plantas (Canellas e Olivares, 2014; Zandonadi 

et al., 2007). Os metabólitos secundários produzidos por Trichoderma spp. podem 

possivelmente atuar como compostos semelhantes à auxina (López-Bucio et al., 2015; 

Vinale et al., 2008; Zeilinger et al., 2016) que tipicamente têm uma atividade ótima em 

baixas concentrações. Herrera-Parra et al. (2017) encontraram resultados semelhantes, 

onde em experimento com aplicações de suspensões de T. atroviride, T. virens e T. 

harzianum-C2 em pimentão, observaram que T. virens aumentou a comprimento das 

plantas tratadas. Ainda, o mesmo estudo reporta que os tratamentos com linhagens de 

Trichoderma spp. produziram mudas semelhantes às obtidas com a adubação química: 
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saudáveis, vigorosas e com bom desenvolvimento de raízes, características desejáveis que 

permitem maior probabilidade de sobrevivência sob as condições adversas. 

 O aumento no desenvolvimento das plantas e a produtividade podem envolver 

vários processos biológicos e químicos na rizosfera que são atribuíveis aos mecanismos 

de ação de Trichoderma spp., como por exemplo, a modificação da disponibilidade de 

nutrientes no solo ou a modulação do crescimento das raízes (Fiorentino et al., 2018). 

Outros mecanismos que podem produzir maior crescimento vegetal por Trichoderma spp. 

incluem a resistência induzida a ataques de patógenos, a modulação da arquitetura do 

sistema radicular (comprimento total da raiz e densidade e ramificação) para aumentar a 

área e capacidade de absorção de água e nutrientes e a maior assimilação/solubilização 

de macronutrientes (P) e micronutrientes (Fe, Mn e Zn), possivelmente influenciada por 

alterações de pH da rizosfera (Fiorentino et al., 2018). 

Desta forma, a inoculação de Trichoderma spp. pode ser um fator determinante 

que afeta a comunidade microbiana na rizosfera para aumentar ou mesmo inibir o 

crescimento das plantas e, ocasionalmente, estabelecer uma interação positiva dentro das 

raízes das plantas como um endófito (Hoyos-Carvajal et al., 2009). O aumento do 

crescimento de plantas por Trichoderma spp. pode ser correlacionado com sua 

competência de colonização de rizosfera (Harman et al., 2004). No entanto, o 

Trichoderma spp. também pode existir de forma saprofítica, e a interação Trichoderma-

planta parece não ser específica da espécie, reduzindo algumas das vantagens citadas (de 

Pascale et al., 2017). 

A reprodução de M. incognita também foi afetado com a aplicação dos EHSA. T. 

asperellum e T. virens quando aplicados em conjunto proporcionaram uma diminuição 

no NOGR de 53% e o segundo menor fator de reprodução (Figura 3).  
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Figura 3. Fator de Reprodução (FR) (A) e Número de Ovos e J2 por Grama de Raízes (NOGR) (B) de 

plantas de pimentão tratadas com EHSA e inoculadas com Meloidogyne incognita. 

Uma redução ainda maior foi observada com a aplicação de V (56%), 

apresentando o menor FR, que foi 38% menor que o controle (Figura 3). Estes resultados 

indicam que as populações finais de M. incognita foram menores quando os diferentes 

EHSA foram aplicados, diminuindo a taxa de multiplicação dos nematoides, o que 

significa que para o controle a multiplicação dos nematoides foi maior, ou seja, que esta 

foi mais agressiva.  

As plantas sobrevivem a diversos estresses bióticos e abióticos desenvolvendo e 

aprimorando seus mecanismos de defesa. Para superar as adversidades bióticas causadas 

pelo ataque de patógenos, foi necessário durante o processo de evolução o 

desenvolvimento de mecanismos de resistência mais específicos e direcionados (Pieterse 

et al., 2009). Lee et al. (2012) sugeriram que, em resposta ao ataque de patógenos ou 

herbívoros, as plantas são capazes de sinalizar e recrutar microrganismos benéficos e que 

essas simbioses resultam em uma reprogramação benéfica do hospedeiro. Também é 
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provável que esses microrganismos recrutados competem com outros micróbios do solo 

potencialmente patogênicos (Lee et al., 2012). Os números de ovos + eventuais juvenis 

de segundo estádio (J2) por grama de raiz foram significativamente menores com a 

aplicação dos EHSA em relação ao controle. Isso indica que os extratos continham 

esporos viáveis que suprimiram M. incognita, assim como encontrado por Meyer et al. 

(2001). A disparidade encontrada entre os diferentes EHSA podem estar correlacionadas 

com a mudança na comunidade microbiana natural do vermicomposto e do solo quando 

inoculados. Fiorentino et al. (2018) constataram que a inoculação de Trichoderma spp. 

em alface influenciou a população eucariótica da rizosfera, diminuindo a biodiversidade 

fúngica. Em resultado similar, Gupta et al. (2016) observaram mudanças significativas 

no perfil qualitativo de comunidades microbianas em amostras de rizosfera, indicando 

um impacto notável de inóculos bacterianos e fúngicos em populações microbianas 

nativas. O argumento que diz que a probabilidade de se observar estes efeitos positivos 

pode ser aumentada pela combinação de pelo menos dois agentes de biocontrole é bem 

conhecida (Fraceto et al., 2018; Spiegel e Chet, 1998). Isto foi confirmado em ensaios 

que testaram diferentes cepas de Trichoderma spp. na produção de hortaliças, 

principalmente pela produção de metabólitos secundários (Etebarian et al., 2000; 

Mohammad et al., 2011). Da mesma forma que a combinação de dois microrganismos 

pode somar em benefícios desejáveis, também existe a possibilidade de 

incompatibilidade, como o antagonismo entre os agentes de controle biológico através de 

competição e antibiose, levando à redução do desempenho no controle biológico (Meyer 

et al., 2001). 

Para as variáveis IG e IMO, não houve diferença entre os tratamentos (Figura 4). 

Isto é provavelmente devido ao híbrido Magali R ser considerado como suscetível a M. 

incognita, dificultando a classificação visual minuciosa desses parâmetros.  
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Figura 4. Índice de Galhas (IG) e Índice de Massas de Ovos (IMO) de plantas de 

pimentão tratadas com EHSA e inoculadas com Meloidogyne incognita. 

3.3.4 Conteúdo de nutrientes na parte aérea das plantas 

O uso de microrganismos benéficos na rizosfera pode facilitar a solubilidade, 

aumentar a disponibilidade de nutrientes para as plantas e proteger contra o estresse 

biótico (Altomare et al., 1999). A adição de EHSA foi capaz de estimular uma maior 

absorção de N, Ca e Mg pelas plantas (Tabela 1). Os tratamentos V+TA+TV e V foram 

mais eficientes em acumular N na parte aérea sendo 65% e 57% maiores que o controle, 

respectivamente. Os mesmos tratamentos também apresentaram maior acúmulo de Mg 

em relação aos demais tratamentos numa ordem de 61% e 50% superiores ao controle, 

respectivamente. Em relação ao Ca, V+TV foi o tratamento que apresentou menor 

absorção deste macronutriente pelas plantas, sendo 25% menor que o tratamento que mais 

estimulou a absorção, V+TA.  
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Tabela 1. Teores médios de macronutrientes na parte aérea de plantas de pimentão tratadas com EHSA e inoculadas com M. incognita. 

Tratamento N P K Ca Mg S 

 -------------------------------------------------dag kg-1------------------------------------------------- 

Controle 19,40 (±1,67) yb 0,88 (±0,22) 5,12 (±0,06) 5,05 (±0,57) ab 0,65 (±0,15) yb 0,34 (±0,04) 

V 30,44 (±8,14) ya 0,93 (±0,23) 5,42 (±0,11) 5,61 (±0,35) ab 0,98 (±0,24) ab   0,33 (±0,03) 

V+TA 22,68 (±0,60) ab 0,95 (±0,19) 5,35 (±0,39) 5,90 (±1,20) ya 0,77 (±0,11) ab 0,37 (±0,03) 

V+TV 28,70 (±8,47) ab 1,01 (±0,10) 5,05 (±0,55) 4,39 (±0,41) yb 0,68 (±0,18) yb 0,32 (±0,04) 

V+TA+TV 32,04 (±5,98) ya 0,93 (±0,04)  5,01 (±0,17) 5,08 (±1,32) ab 1,05 (±0,24) ya 0,32 (±0,04) 

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste LSD.  

 

 

Tabela 2. Teores médios de micronutrientes na parte aérea de plantas de pimentão tratadas com EHSA e inoculadas com M. incognita. 

Tratamento B Cu Fe Mn Mo Zn 

 ---------------------------------------------------------mg kg-1--------------------------------------------------------- 

Controle 63,30 (±9,89) yb 11,96 (±0,55) 428,50 (±8,38) yb 363,50 (±14,84) yb 12,80 (±2,05) 5,37 (±0,21) 

V 74,70 (±4,24) ya 14,10 (±2,68) 715,00 (±5,91) ya 574,50 (±15,55) ya 15,16 (±2,30) 5,77 (±1,36) 

V+TA 74,06 (±2,58) ya 13,33 (±2.22) 695,00 (±3,35) ya 550,00 (±08,27) ya 14,46 (±0,57) 5,82 (±0,72) 

V+TV 67,53 (±0,51) ab 11,66 (±0,37) 669,33 (±8,30) ya 444,00 (±03,46) ab 14,33 (±1,28) 5,64 (±0,59) 

V+TA+TV 74,13 (±1,61) ya 12,20 (±3,38) 550,66 (±4,65) ab 385,50 (±09,83) yb 13,30 (±0,60) 5,66 (±0,25) 

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste LSD. 
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Algumas espécies de Trichoderma podem mineralizar nutrientes orgânicos 

produzindo grandes quantidades de enzimas extracelulares que lhes permitem utilizar 

resíduos vegetais como fonte de nutrientes; sua abundância no solo sob condições 

climáticas diversificadas é principalmente devido à sua capacidade de degradar uma 

variedade de substratos orgânicos no solo, versatilidade metabólica e melhor capacidade 

saprófita competitiva (Mbarki et al., 2017).  

A maior absorção de nutrientes pelas plantas tratadas pode ser explicada pela 

capacidade solubilizadora de Trichoderma spp. Em ensaio realizado para testar o 

potencial solubilizador utilizando Trichoderma harzianum T22, foi encontrado que esta 

estirpe foi capaz de solubilizar MnO2, zinco metálico e fosfato de rocha (principalmente 

fosfato de cálcio) em sacarose, determinado por espectroscopia de emissão de plasma 

indutivamente acoplada (Altomare et al., 1999). Tal capacidade pode ter influência na 

capacidade de promoção de crescimento de plantas por essa estirpe de Trichoderma 

(Altomare et al., 1999), a qual corrobora com os resultados deste estudo. 

Em relação aos micronutrientes, foi encontrado diferença nos acúmulos de Cu, Fe 

e Mn (Tabela 2). Os tratamentos V, V+TA e V+TA+TV apresentaram teores de B na 

parte aérea das plantas 17% maior que o controle. 67, 62 e 56% de aumento em 

comparação ao controle foram observados para os teores de Fe nas plantas tratadas com 

V, V+TA e V+TV, respectivamente. Ainda, 58 e 51% de aumento na absorção de Mn 

foram registrados em plantas tratadas com V e V+TA em comparação ao controle, 

respectivamente. Fernández et al., (2014) relataram que a característica mais relevante 

das plantas de tomateiro cultivadas com T. harzianum T34 foi o maior investimento na 

área foliar. Isso poderia explicar o maior acúmulo da maioria dos elementos, 

principalmente Mg, P, B e Cu nas folhas. 
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3.4 Conclusões  

O uso de EHSA obtido a partir de vermicomposto inoculado com Trichoderma spp. foi 

capaz de aumentar a produtividade, as trocas gasosas e a nutrição das plantas de pimentão 

em ambiente controlado. Observou-se que a eficiência do uso da água foi aumentada em 

94% pelo tratamento V+TV e 43% para o tratamento V+TA, em relação ao controle. 

V+TV foi eficiente na promoção do crescimento das plantas de pimentão, apresentando 

maior massa seca de parte aérea e maior massa de raiz. Já as plantas tratadas com EHSA 

de vermicomposto, apresentaram maior produtividade. Reduções drásticas no número de 

ovos e eventuais J2 de M. incognita também foram observadas para os tratamentos com 

adição de EHSA, com destaque para os tratamentos V e V+TA+TV. O acúmulo de 

nutrientes nas plantas de pimentão tratadas com EHSA também foi maior principalmente 

para N, Ca, Mg, B, Fe e Mn. 
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