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RESUMO

Fungos do género Trichoderma spp. sdo utilizados como agentes de controle bioldgico e
indutores de crescimento em plantas. A sua ac¢ao ¢ baseada em mecanismos como a produgao de
metabolitos secundarios, competi¢do por espaco e nutrientes, producdo de enzimas hidroliticas e
metabolitos andlogos a fitormonios. Entretanto, poucos estudos foram realizados sobre os
aspectos morfologicos e anatdmicos da interagdo entre Trichoderma spp. e plantas. Este trabalho
teve como objetivo verificar os efeitos da inoculagdo de dois isolados de Trichoderma harzianum
(ALL42 e T22) e um Trichoderma asperellum (T34) em aspectos morfoldgicos e anatomicos do
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.). Foram analisados variaveis como comprimento da raiz,
volume da raiz, massa seca e area foliar, e anatdmicos como andlise quantitativa da espessura do
mesofilo e da epiderme da folha nos estagios V2, V4, R5, R7 e RS, e mudangas nas
caracteristicas estruturais da raiz nos estagios V2, V4 e R5. Os tratamentos realizados foram
com sementes sem inoculagdo do Trichoderma spp. (controle) e sementes tratadas com isolados
de Trichoderma spp. T 22, ALL42 ¢ T34 com trés repeti¢des cada, somando doze tratamentos
por estagio analisado. A andlise estatistica ocorreu pela analise de variancia ANOVA e teste de
separacdo das médias. Os dados mostram que ocorreram alteracdes na biomassa da planta seca,
area foliar, comprimento e volume da raiz na maioria dos estadgios analisados. Entretanto, em
relacdo a espessura do mesofilo foram encontradas diferengas significativas apenas nos estagios
V4 e R7. Foi observado que as plantas tratadas com Trichoderma spp. apresentaram um maior
crescimento secundario do cilindro vascular das raizes, principalmente no estagio V4. Foi
observado no estagio R5 um maior desenvolvimento do xilema secundario no cilindro vascular
das raizes, quando tratado com Trichoderma spp.. Estes dados mostram que a presenca do fungo
acelera o desenvolvimento de raizes em P. vulgaris. Dentre os parametros analisados, os isolados
de T. harzianum (ALL42 e T22) foram os que apresentaram uma maior diferenca quando

comparados com o controle.

Palavras-chave: Trichoderma; Feijoeciro; Folha; Raiz; Indutor de crescimento.
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ABSTRACT

Fungi of the genus Trichoderma spp. can be used as biological control agents and also as inducer
of growth in different plants. Its action is based on different mechanisms such as the production
of secondary metabolites, competition for space and nutrients, production of hydrolytic enzymes
and signaling molecules. However, only a few works were made about morphological and
anatomical aspects of the interaction between Trichoderma spp. and plants. This project aims to
watch and determine the effects of inoculation of Trichoderma harzianum (ALL42 and T22) and
Trichoderma asperellum (T34) strains in morphological and anatomical aspects of the bean
(Phaseolus vulgaris L.). Morphological parameters as size of the root, root volume, dry mass and
leaf area were analyzed, and some anatomical parameters like quantitative analysis of mesophile
thickness leaf epidermis in stages V2, V4, R5, R7 and R8, and the alteration of the structural
characteristics of the root in stages V2, V4 and RS. The treatments were performed in seeds free
from inoculation with Trichoderma spp. (control) and seeds treated with Trichoderma spp. T 22,
ALL42 and T34 with three replicates each, totaling twelve treatments for stage analyzed.
Statistical analysis was performed by ANOVA analysis of variance and separation of means test.
The obtained data suggest that changes occurred in the biomass of the dried plant, leaf area,
length and volume of the root in most of the analyzed stages. However, in thickness of
mesophyle analyse, significant differences was found only in stages V4 and R7. It was observed
that the treated samples showed a greater Trichoderma spp. secondary cylinder vascular growth
of roots, mainly in V4 stage. Was observed in R5 stage a further development of secondary
xylem in the vascular cylinder of roots when treated with Trichoderma spp.. These data suggest
that the fungus accelerates the development in P. vulgaris L. roots. Among the parameters
analyzed, isolates of T. harzianum (ALL42 and T22) was those who shows a bigger difference

when compared with the control.

Keyword: Trichoderma; Bean; Leaf; Root; Growth inducer
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1. INTRODUCAO

O cultura do feijao ¢ uma das mais importantes para os agricultores da América Latina,
porem sujeito a sofrer perdas significativas devido a patdgenos presentes no solo. No Brasil, o
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) ¢ um dos produtos agricolas de maior importancia
socioeconOmica, principalmente, pelo fato de ser uma das fontes primordiais de proteina e
energia na alimentagdo da maior parte da populacdo (OLIVEIRA, 2005). A cultura dessa
leguminosa ¢ consideravelmente diversa e ¢ conhecida como cultura de subsisténcia em areas
pequenas com uso minimo de insumos (BOREM ¢ CARNEIRO, 2006).

O aumento da producdo agricola promoveram um aumento no uso de agroquimicos,
causando problemas ambientais significativos (CALHEIROS, OLIVEIRA e DOLORES, 2006).
O uso destes produtos pode causar contaminagdo do solo, rios, alimentos, animais, intoxica¢ao
de agricultores e induzir a resisténcia de patogenos. Estes fatos podem promover um
desequilibrio biologico através da alteragdo da reciclagem de nutrientes e matéria organica, da
eliminacdo de organismos benéficos ao meio e levando a reducdo da biodiversidade e
consequente desequilibrio de todo ecossistema (BETTIOL e MORANDI, 2009;
CANPANHOLA ¢ BETTIOL, 2003).

O uso de bioprodutos com fungao biopesticida e bioestimulante ¢ uma alternativa viavel
para manter a produ¢do agricola elevada e com baixo impacto ambiental. Certas bactérias e
fungos presentes no solo sdo capazes de colonizar as raizes das plantas e podem promover
efeitos benéficos sobre a fisiologia das mesmas (ARIAS et al., 2007; KUBICEK et al., 2001).
Microrganismos endofiticos que colonizam raizes promovem o crescimento de plantas de forma
indireta, pela supressdao de doengas e, diretamente, pela produgdo ou alteragdo da concentragao
de fitormonios, fixacdo de nitrogénio, solubiliza¢do de fosfatos minerais ou outros nutrientes do
solo, oxidacdo do enxofre, aumento da permeabilidade das raizes e producdo de sideroforos
(MARIANO e KLOEPPER, 2000). Os efeitos de bactérias e fungos endofiticos na promogao de
crescimento incluem aumentos na altura, na biomassa da parte aérea, do caule ¢ da raiz e na
formagdo de pelos radiculares e foliares da planta, na lignificagdo de vasos do xilema e na
produgdo de tubérculos em batata (Solanum tuberosum) (PILLAY e NOWAK, 1997; STURZ,
1995).

De acordo com Monte (2001), 90% das aplicagdes de microrganismos utilizados como
antagonistas de patdgenos na agricultura sdo com isolados de espécies do género Trichoderma,

fungos filamentosos de vida livre comuns no solo. O potencial do Trichoderma spp. como agente
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de controle de doengas em vegetais foi descoberto na década de 30 (WEINDLING, 1932), a
partir dai, varios estudos surgiram assim como diversos produtos comerciais formulados com
Trichoderma spp. em paises de quase todos os continentes (HOWELL, 2003). A comercializagao
de Trichoderma spp. como bioproduto ainda é pouco divulgada devido a falta de informagao
sobre as formas de uso e os possiveis beneficios obtidos na agricultura, rotulos incompletos,
produtos que ndo apresentam a eficiéncia prometida, influéncias ambientais, incompatibilidade
do fitopatogeno ou do agente de controle bioldgico e produtos de qualidade duvidosa.

O Trichoderma spp. tem boa capacidade reprodutiva, rapido crescimento, habilidade de
sobreviver em ambientes desfavoraveis, eficiéncia na utilizagdo de nutrientes, habilidade de
promover o crescimento de vegetais e ativar seus mecanismos de defesa (CHET, IMBAR e
HADAR, 1997). Muitas linhagens de Trichoderma sao rizosfera competentes mantendo uma
relagdo simbidtica com as plantas induzindo-as a um crescimento e desenvolvimento
significativamente aumentado (SHORESH e HARMAN, 2008).

O controle bioldgico pelo Trichoderma spp.ocorre de forma indireta por competi¢ao por
espago e nutrientes, estimulacao do crescimento das plantas, ativagao de mecanismos de defesa,
sintese de antibidticos ou diretamente por micoparasitismo. Esses mecanismos estao interligados
e nao dependem apenas da espécie de Trichoderma, mas também do tipo de cultivo, fungo a ser
antagonizado, e condi¢des ambientais tais como pH, temperatura, umidade e disponibilidade de
nutrientes (BENITEZ et al., 2004).

A interagdo Trichoderma/planta hospedeira leva a mudangas bioquimicas e estruturais
importantes. Além disso, nesta interacdo ¢ observado um aumento na produ¢do de metabolitos
secundarios, ¢ de producdo de auxinas promovendo o seu crescimento (WOO et al., 2006). Estas
caracteristicas favorecem a utiliza¢do de isolados de Trichoderma spp. no desenvolvimento de
produtos biotecnologicos.

No Brasil a produgao de Trichoderma spp. em massa para formulagao de bioprodutos se da
por fermentagdo so6lida, em que os indculos sdo feitos em graos de arroz autoclavados, seguindo
pelo processamento e armazenagem dos esporos (POMELLA e RIBEIRO, 2009). Sao poucas as
informagdes na literatura sobre as formula¢des dos produtos a base de Trichoderma spp.
(LOPES, 2009).

A multiplicacdo dos esporos por reproducdo assexuada pode ser agregada a compostos
inertes ou usados isoladamente. A comercializacdo destes bioprodutos no Brasil ocorre na forma
de granulados, pos-molhaveis, suspensdes aquosas concentradas ou O6leo emulsionavel
(ALMEIDA et al., 2008). Sao varias as areas de aplicagdo, depende do cultivo e das doengas que

desejam atingir. Pode ser misturado ao substrato (BETTIOL, 2008), misturado ao solo, por rega
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ou pulverizagdo no preparo do plantio, via pivé central em area total (LOBO Jr., PIMENTA e
GONTIO, 20006).

Os cuidados necessarios para utilizagdo de produtos a base de Trichoderma spp. sdo
maiores do que para agroquimicos, pois o produto € composto por organismo vivo (POMELLA e
RIBEIRO, 2009). A comercializagdo de produtos bioldgicos € na sua maioria, menos prejudicial
quando comparado aos graves problemas que residuos quimicos podem provocar aos vegetais
(LOPES, 2009). O alto custo de producdo e problemas ambientais sdo os grandes responsaveis
pelo aumento do uso de bioproduto como alternativa aos agrotoxicos (BETTIOL e MORANDI,
2009).

Sementes tratadas com agentes de controle biologico sdo uma das propostas para inibir a
propagacdo de doencas via sementes, somado ao fato de manter uma densidade adequada de
plantas na lavoura (CORREA et al., 2008). Nesse contexto, propdem-se realizar um estudo mais
aprofundado dos efeitos da inoculagdo de Trichoderma spp. em aspectos morfoanatomicos de
Phaseolus vulgaris L. podendo ser aplicado no cultivo de plantas como indutores de crescimento

com consequente redugdo do uso de agroquimicos e menores danos ao meio ambiente.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais do Phaseolus vulgaris L.

O género Phaseolus pertencente a familia Fabaceae é um género originario do continente
americano, contendo aproximadamente 55 espécies, sendo as mais cultivadas: P. vulgaris L., P.
lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray var. latifolius Freeman e P. polyanthus
Greenman (SANTOS e GAVINALES, 2006). Phaseolus vulgaris L. popularmente conhecido
como feijoeiro-comum ou simplesmente feijoeiro, ¢ a espécie cultivada mais antiga em todos os
continentes (SANTOS e GAVINALES, 2006).

P. vulgaris L. (Figura 1) ¢ uma planta herbacea cujo sistema radicular pivotante atinge
aproximadamente 20 cm de comprimento, com maior parte localizada nos 10 cm superficiais do
solo. O caule ¢ herbaceo. As folhas sdo pecioladas, trifolioladas, alternas, exceto as primeiras
que sao simples e opostas. Nas folhas trifolioladas o foliolo central ou terminal ¢ simétrico e

acuminado e os foliolos laterais sdo assimétricos e acuminados (LEON, 1968; VIEIRA, 1967).
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Inflorescéncias em racimos axilares, flores com uma bractea e duas bractéolas, corola
papilionada com uma quilha, originada da fusdo de duas pétalas inferiores (LEON, 1968).
Androceu com anteras com deiscéncia longitudinal ou rimosa. Gineceu com ovario supero,
unicarpelar, unilocular, pluriovulados, um estilete terminal e um estigma.

O fruto de P. vulgaris L. é um legume denominado popularmente de vagem. As vagens sdo
retas ou ligeiramente curvas, achatadas ou arredondadas, em geral com trés a sete sementes

(VIEIRA, 1967).

i3

Phaseolus vulgaris L.

Figura 1 — Feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.).
Fonte: (AFRICA TERVUREN).
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O feijoeiro-comum possui ciclo de vida curto, com duracdo média de 90 dias dependendo
da cultivar e das condi¢des ambientais (ALMEIDA, LEITAO FILHO e MIYASAKA, 1971).

Existem dois habitos de crescimento: determinado, inflorescéncia no apice da haste
principal e lateral, e indeterminado, onde ocorre florescimento da base para o apice (ALMEIDA,
LEITAO FILHO e MIYASAKA, 1971). Sdo intimeras as variedades de feijdo, entre elas temos a
Pérola que possui um habito de crescimento indeterminado e produtividade média de 2500 a
3500 kg/ha (EMBRAPA, 1994).

O ciclo biolodgico do feijoeiro, considerando os estagios de desenvolvimento (Figura 2), ¢
dividido em fase vegetativa e reprodutiva. A fase vegetativa ¢ constituida pelas etapas VO, V1,
V2, V3 e V4 e areprodutiva pelas etapas R5, R6, R7, R8 e R9 (LAING et. al 1984).

e V0 - Germinacao (iniciada a germinagao da semente);

e VI —Emergeéncia (50% dos cotilédones fora do solo);

e V2 —Folhas primarias (par de folhas primarias expandidas);

e V3 — Primeira folha trifoliolada (com foliolos expandidos);

e V4 —Terceira folha trifoliolada (com foliolos expandidos);

e R5 — Pré-floragdo (apds emissdao do primeiro botdo ou racimo floral);

e R6 — Floragdo (primeira flor aberta);

e R7—Formacgao de legumes (primeira vagem com a corola desprendida);
e R8 — Enchimento de legumes (inicio de inchamento das vagens);

e R9 — Maturagdo (quando a primeira vagem comeca a descolorir ou secar).

WM oy oW BB

\’v 3
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Crescimento Iniclo do Formagao

Florescimento Maturacao

Vigetativo Florescimanto de Vagens

Figura 2 — Alguns estagios de desenvolvimento de Phaseolus vulgaris L.
Fonte: (BICALHO, 2013).
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O feijao comum no Brasil ¢ cultivado em trés safras: dguas (outubro a janeiro), seca:
(fevereiro a maio) e inverno (junho a setembro).

Wutke, Brunini e Barbano (2000), descreveram sobre a duracdo das fases fenoldgicas e
temperatura para a cultura do feijoeiro, relatando alta correlagdo entre o desenvolvimento dessa
leguminosa e a temperatura ambiental. Bulisani Almeida e Roston (1987) descrevem que as
condi¢des climaticas ideais para o desenvolvimento da cultura do feijoeiro sdo aquelas com
temperatura do ar entre 15°C e 27°C. Em casos de ocorréncia de temperaturas elevadas, pode
ocorrer prejuizo a producdo das plantas, e em condic¢des de temperaturas reduzidas, a duragdo do
ciclo ¢ consideravelmente aumentada.

A hidratacdo da semente logo apos a semeadura ¢ fator fundamental para o sua
germinagdo. A agua constitui a fonte de grande parte dos processos bioquimicos e fisiologicos,
ativando o desenvolvimento essencial a vida da plantula, apresentando profunda influéncia na
estrutura e nas propriedades das proteinas, das membranas, do material genético e de outros
constituintes celulares (BRAY, 1995; BUCHANAN, GRUISSEM e JONES, 2000). A
emergéncia e o desenvolvimento de plantulas estdo relacionados ao vigor da semente e do
regime hidrico das plantulas (CARVALHO et al., 2013).

O rendimento do feijoeiro na América do Sul ¢ limitado por fatores tais como doengas,
pragas, nutricdo mineral e estresses hidricos. Assim a agricultura moderna busca alternativas
sustentaveis para melhorar o rendimento dos graos que estd relacionado com a quantidade de
massa seca acumulada durante o crescimento da planta entre outros fatores (DIDONET e
COSTA, 2004).

O feijao ¢ alimento basico da dieta dos brasileiros e ocupa uma posi¢ao consideravel
dentre os alimentos ricos em proteinas e ferro, baixo teor de lipideos, sddio, ricos em vitaminas
do complexo B e minerais. A composicao quimica do feijdo traz inimeros beneficios a saude,
pois auxilia na preven¢ao de doencas tais como distarbios cardiacos, obesidade e diabetes (GEIL
e ANDERSON 1994).

De acordo com relatos historicos, as leguminosas como os feijoes, faziam parte da
alimentacdo de indios. Em propor¢do e frequéncia menor do que a mandioca que, juntamente
com a pesca, caga e frutos integravam a alimentacdo diaria dos indigenas. Durante os periodos
que compreenderam a escravatura no Brasil, o feijao se tornou um alimento de alto valor
nutricional para a sobrevivéncia dos escravos e¢ populacao de baixa renda. Com o tempo, o
consumo do feijao foi se tornando cada vez mais comum e habitual em todo o pais (CASCUDO,
1983).

Atualmente, o feijdo ¢ a principal fonte de proteina da alimentagdo brasileira, seguido
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pela carne de origem bovina e pelo arroz. Apenas esses trés alimentos basicos contribuem com
cerca de 70% da ingestdo proteica nacional, além de ser uma cultura de grande expressdo
socioeconomica em todo o pais (LAJOLO, GENOVESE e MENEZES, 1996). O feijao quando
comparado a proteina de origem animal apresenta menor custo, contribuindo com uma média de
20% da necessidade didria de proteina. O amido armazenado nos graos ocupa aproximadamente
65% da composicao total, ja as fibras de celulose e hemicelulose ocupam cerca de 7% do mesmo
(BASSINELLO, 2007).

De acordo com o primeiro levantamento de safra de grdos realizado pela Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB) para a safra de 2013/2014, o plantio do feijao atingiu uma
area equivalente a 3,0 milhdes de hectares com uma producgdo nacional estimada de 3,2 milhdes
de toneladas, 1.080 kg/ha (CONAB, 2013).

O Brasil ¢ o maior produtor mundial do feijio comum, com uma produtividade média de
922 kg/ha, enquanto que a produ¢do mundial gira em torno de 776 kg/ha. Contudo, o cultivo de
feijao por area ainda apresenta pouco rendimento no Brasil (FAO, 2010). As provaveis causas
estdo associadas a pragas e patdgenos, baixa fertilidade, elementos toxicos no solo, o que leva a
uma reducdo no desenvolvimento do sistema radicular (SOUZA et al., 2006). Outro fator
relacionado a baixa produtividade ¢ a qualidade das sementes, no Brasil a maioria dos
agricultores usa graos de feijdo sem tratamento sanitario adequado no lugar de sementes tratadas,
0 que gera problemas relacionados a propagag¢dao de doencas e méa germinacao (VIEIRA e
RAVA, 2000).

De acordo com a Secretaria de Estado da Agricultura e do Abastecimento (SEAB), o
consumo médio alimentar de feijado no Brasil teve uma estimativa per capita em 2011/12 de
14,94 kg/hab/ano (SEAB, 2012). Apesar disso Wander et al. (2010), verificaram que o consumo
de feijao sofreu uma queda no mercado quando comparado aos ultimos quarenta anos.

A cultivar Pérola, lancado em 1994 pela Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria) ¢ um exemplo recomendado para os estados de Minas Gerais, Goias, Mato
Grosso, Bahia e Distrito Federal, devido suas caracteristicas produtivas, mostrando uma
produtividade, com irrigagdo, de aproximadamente 3mil kg/ ha. Esse cultivar ¢ resistente ao
Virus do mosaico comum (género Potyvirus), ferrugem (Uromyces appendiculatus) e murcha do
fusarium (Fusarium oxysporum). Varios casos de epidemias acometem a plantagdo ainda na fase
de plantula, motivados pela associacao do patdogeno a semente (hospedeiro), o que favorece a
colonizacdo. Comercialmente o feijado Pérola apresenta um grao mais claro, o que lhe d4 um

prego superior nos principais mercados (EMBRAPA, 2004).
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2.2 Fungos do género Trichoderma

O fungo Trichoderma sp. ¢ classificado como um Ascomyceto anamoérfico do género
Hypocrea sp. que pertence ao filo Ascomycota (AGRIOS, 1997). As espécies de Trichoderma
normalmente sdo encontradas em quase todos os tipos de solos, especialmente os organicos,
incluindo a cama de humus das florestas, solos agricolas e pomares, podendo viver
saprofiticamente ou parasitando outros fungos (MELO, 1991). Este fungo tem como
caracteristicas morfologicas o micélio, inicialmente de coloragdo branca e de crescimento rapido,
que com o desenvolvimento, tomam a forma de tufos verdes escuros (Figura 3). A coloragdo da
colonia ocorre de acordo com a tonalidade e quantidade de conidios presentes, podendo
apresentar variagdes que vao do verde ao verde amarelado. Os conidios sdo estruturas
unicelulares, de forma subglobosa, ovoide, elipsoide ou eliptico-cilindricos, com textura lisa ou
rugosa (Figura 4). Essas estruturas sdo comumente observadas em forma de esferas, no apice das
fidlides ou células conidiogénicas (Figura 4). As células fidlides tém forma de cantil com o
centro dilatado e o apice afilado, solitarios ou em grupos, hialinos, formando um angulo com os
conidiéforos. Sendo os micélios ramificados, solitarios ou em tufos compactos, geralmente em
formato conico ou piramidal. Normalmente mostram-se em forma de faixas concéntricas de

coloragao verde (MELO,1991).

Figura 3 — Placa de Agar Batata Dextrose (BDA) do Trichoderma harzianum T22.
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Figura 4 - Trichoderma harzianum. (A) Ramifica¢do do conidiéforo mostrando fidlides bastante ampuliformes
(ALL25); (B) Terminagao apical do conidiéforo jovem, ainda relativamente estéril; (C) Por¢ao do conidiéforo com
fialides mais lageniformes (ALL52); (D) Idem a figura 2A, porém com maior aumento; (E) Conidiéforo com
fidlides alongadas, tendendo a lageniforme (ALL49); (F) Ramificacdo lateral do conidi6foro mostrando fialides
ampuliformes (ALL50); (G) e (H) Conidios subglobosos (ALL22); (I) Conidios a elevada magnificagdo (MEV)
mostrando a superficie lisa e por¢do basal truncada (ALL25); (J) Idem a figura I, porém com maior aumento.
Fonte: (LIMA, 2002).

Trichoderma spp. sdo isolados, cultivados e multiplicados de forma simples e rapida, além
de colonizarem com eficiéncia o sistema radicular de diversas plantas. As hifas colonizam a
superficie da raiz, produzem celulase penetrando na primeira ou segunda camada da epiderme,
produzem hidrofobina que sdo proteinas que permitem adesdo as superficies hidrofobicas
(KERSHAW e TALBOT, 1998). Estes fungos ndo apenas antagonizam patogenos de planta
como também sdo rizosfera competentes podendo melhorar o crescimento das plantas em
associagdes endoliticas (BAILEY e LUMSDEN, 1998).

Trichoderma harzianum ¢é a espécie de Trichoderma mais popularizada nos diversos
ecossistemas, uma vez que ¢ a mais encontrada na maioria das amostras de solo estudadas em

varios paises (DRUZHININA et al., 2005). Habitual de regides de clima tropical e temperado,
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este género de fungo apresenta uma expressiva variabilidade génica (GOMEZ, CHET e
HERRERA-ESTRELLA, 1997) sendo empregado em diversos produtos de interesse ecoldgico e
comercial (HARMAN et al., 2004). Por outro lado, a estabilidade genética do fungo no meio
ambiente, sua estrutura populacional, reproducdo estratégica e distribuicdo geografica, tém
recebido pouco atengdo ¢ permanecem pouco estudadas (HARMAN et al., 2004).

O interesse cientifico especial neste género de fungo ¢ em grande parte relacionado com o
desenvolvimento do mercado de produtos agricolas organicos. Segundo dados do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e Bettiol (2011), a expectativa de uso de
bioprodutos no mercado brasileiro até o ano de 2015, gira em torno de 10% do mercado de
agrotoxicos. Entretanto, para a utilizagdo de espécies de Trichoderma como biofungicida sdo
necessarias ainda muitas pesquisas em bioquimica e biologia molecular para entender os
mecanismos de acdo, tais como a agdo de enzimas hidroliticas e producdo de metabolitos
secundarios (HARMAN et al., 2004).

No Brasil, a falta de bioprodutos a base de Trichoderma spp. registrados no MAPA, tem
sido um fator que restringe a sua utilizagdo agricola, atualmente ha quatro produtos registrados
no MAPA. Os produtos sao encontrados nas formulagdes como granulos dispersiveis em agua,
p6 molhével e liquidas (esporos em suspensao oleosa e aquosa) (POMELLA e RIBEIRO, 2009).
Dentre os produtos comercializados, os isolados de Trichoderma asperellum, T. harzianum,
T.stromaticum e T.viride sao os predominantes no controle de patégenos, porém, além de poucos
produtos comercializados, nao ha registro deles, pelo menos em sua maioria (BETTIOL e

MORANDI, 2009).

2.3 Trichoderma spp. e o controle biolédgico

A dificuldade no controle de patdogenos de plantas por métodos fisicos e quimicos ¢ um
problema recorrente na agricultura, pois muitos desses métodos sdo comprovadamente
prejudiciais ao meio ambiente, além do fato de que a maioria desses patdgenos € resistente ao
tratamento em questdo (ZILLI et al., 2008).

O controle bioldgico ¢ descrito por Baker e Cook (1974) como sendo a reducdo da
densidade de in6culo ou das atividades determinantes da doenga causada por patégenos ou
parasitas nos seus estados de atividade ou dorméncia, por um ou mais organismos antagdnicos
realizada tanto naturalmente como através da manipulagdo do ambiente, hospedeiro ou

antagonista, e ainda, por introducao em massa de um ou mais antagonista.
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Posteriormente, Chet, Imbar e Hadar (1997) definiram o controle biolégico como sendo a
utilizacao de determinados microrganismos capazes de interferir junto a possiveis patogenos e
pragas causadoras de doencas em plantas, sendo por isso, uma ferramenta de controle natural,
assim como uma alternativa bioldgica para amenizar os problemas causados por agrotdxicos
comuns na agricultura. Sendo assim, pode-se afirmar que alguns fungos e bactérias agem de
forma benéfica a planta o que leva a respostas diretas e indiretas sobre o patogeno (CHET,
IMBAR e HADAR, 1997; BAKER e COOK, 1974).

Segundo Melo (1996), o processo do micoparasitismo ocorre em uma sequéncia de
estagios, sendo eles : localizagdo - ¢ a percepcdo pelo antagonista de estimulos quimicos
produzidos pelos patdgenos; reconhecimento - processo subsequente ao da localizagdo, com o
reconhecimento do patdgeno pelo antagonista, contato - processo que dé inicio a penetracao,
com o contato direto entre patdogeno e antagonista e penetracio - processo mediado pela acdo de

enzimas que degradam a parede celular (Figura 5).

Figura 5 - MEV da ac¢do micoparasitica de T. harzianum sobre R. solani. A, B, C e D correspondem a interagdo
entre os isolados de T. harzianum ALL23, ALL40, ALL41 e ALL44 e o isolado de R. solani CNPAF-03,
respectivamente. Bar = 10 um.

Fonte: (LIMA, 2002).

Antibiose pode ser definida como sendo uma interagdo entre organismos em que ocorre a

produgdo de metabolitos com efeito danoso sobre o hospedeiro, geralmente degradando paredes
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de células fungicas, causando a morte celular (STADNIK e BETTIOL, 2000). Alguns desses
metabolitos sdo antibidticos de baixo peso molecular (VEY, HOAGLAND e BUTT, 2001).
Estudos elaborados por Howell (2003) demonstraram que a interacdo entre mecanismos de
defesa por antibioticos e enzimas hidroliticas sdo mais eficientes do que se houvesse apenas um
unico mecanismo de defesa.

Competicdo pode ser definida como sendo uma interacdo entre dois ou mais organismos
que competem por espago e/ou nutrientes numa tentativa de regular as populagdes (MELO,
1996).

A indugdo a resisténcia ¢ um mecanismo utilizado por agentes de controle bioldgico, como
o Trichoderma spp., que ativam os mecanismos de defesa das plantas quando expostas a um
agente indutor, ndo apenas no sitio de indu¢do como também em outros locais de forma
inespecifica (ROMEIRO, 1999).

A ocorréncia de doenca em plantas engloba na sua defini¢do a relagdo dos microrganismos
patoégenos e ndo patdogenos que vivem no ambiente podendo influenciar as atividade entre eles,
limitando ou aumentando a resisténcia do hospedeiro com todos os organismos vivos de modo a
formar um tUnico arranjo de interacdo (MELO, 1998).

A interacdo de plantas como feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), tomate (Solanum
lycopersicum L.), cacau (Theobroma cacéo L.), algodao (Gossypium Herbaceum L.), milho (Zea
mays L.), pepino (Cucumis sativus L.), maracuja (Passiflora edulis Sims.), plantas do género
Arabidopsis, e trigo (Triticum aestivum L.) com espécies de Trichoderma spp. tais como T.
harzianum, T. asperellum e T. virens, promovem a indugdo de defesa e resisténcia nas plantas
hospedeiras (HANSON e HOWELL, 2004).

Quando esporos ou outras estruturas propagativas de Trichoderma spp. sao adicionadas a
rizosfera, estas entram em contato com a raiz levando as plantas a produzirem elicitores de
respostas de defesa, aumentando a expressao de genes relacionados a defesa (HARMAN et al.,
2004).

Em processos patogénicos em varias espécies de plantas, hd duas respostas de defesa
imunolodgica:

e A primeira envolve padrdes moleculares associados a patdgenos - sdo moléculas
comumente encontradas em microrganismos, conhecidas como MAMPs (Microbe-
associated molecular pattern), que desencadeiam a imunidade da planta
(DRUZHININA et al., 2011);

e A segunda responde ao fator de viruléncia do patdogeno, chamado de imunidade

desencadeada pelo elittor. Outros microrganismo que nao sao patdogenos as plantas,
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como o Trichoderma spp., desencadeiam uma resposta sistémica induzida (ISR),
que resulta na acumulacao de componentes de sinalizacao como o etileno e o acido
jasmonico, associados a varias vias de transducao de sinal para a defesa da planta
(SHORESH, MASTOURI ¢ HARMAN, 2010). Respostas precoces dos MAMPs
envolvem os fluxos de ions através da membrana plasmatica, a producdao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), o 6xido nitrico e o etileno, e também, logo
depois, a deposicdo de calose e a sintese de compostos antimicrobianos
(DRUZHININA et al., 2011).

Linhagens eficazes de Trichoderma spp. produzem uma variedade de MAMPs o que
contribui, junto com a sua diversidade de agdes, para que o mesmo se torne um dos fungos
benéficos as plantas mais amplamente estudados e descritos na literatura cientifica (LORITO et
al., 2010).

Na interagdo T. virens/algoddao (Gossypium herbaceum L.), uma proteina purificada,
indutora de defesa, denominada Sm1 (proteina cisteina que atua como MAMPs), levou a planta
hospedeira a uma elevada expressao sistémica de enzimas relacionas com a defesa tais como
quitinase, hidroximetilglutarilCoA redutase, [B-1,3-glucanase, peroxidase, e lipo-oxigenase
(DJONOVIC et al. 2006). A associagdo Trichoderma/planta hospedeira leva as alteragdes
bioquimicas e estruturais, como a deposi¢cao aumentada da parede celular (calose) no sitio de
infeccdo, o aumento da atividade/expressao enzimatica (ex. peroxidases e quitinases) e outras
proteinas relacionadas a patogenia (WOO et al., 2006).

Os isolados de Trichoderma spp. colonizam a epiderme e células do cortex das raizes
ativando vias de sinalizacdo que desencadeiam respostas de defesa nas plantas (BROTMAN et
al., 2013). Em uma analise comparativa em amostras de pepino (Cucumis sativus L.), entre
folhas ndo tratadas e tratadas com T. asperellum, foi observado que os sintomas da doenga
causada pela bactéria Pseudomonas syringae pv. lachrymans foram reduzidos em 80% das
amostras (YEDIDIA et al., 2003). Estudos semelhantes descritos por Segarra et al. (2009) para
amostras da planta Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, houve uma indugao de resisténcia contra a
bactéria P. syringae pv. tomato com um tipo de isolado de T. asperellum, observando uma
reducdo na sintomatologia da doenga em plantas tratadas.

Segundo Harman et al. (2004), dentro da indugdo a resisténcia, o acido salicilico e o acido
jasmonico juntamente com o etileno ou 6xido nitroso, induzem a uma cascata de eventos que
provocam a producdo de uma grande variedade de metabolitos e proteinas com diversas fungdes

na planta, modificando o proteoma vegetal.
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Ensaios realizados por Salas-Marina et al. (2011), sugerem que o Trichoderma atroviride
ativa a expressao sistémica e local de genes relacionados ao etileno, acido salicilico e acido
jasmonico.

O etileno ¢ um fitormoénio de ampla acdo atuando desde a germinagdo das sementes,
expansao de orgados, formacao de raizes, floracdo, amadurecimento e senescéncia de frutos e
como mediador de resposta a lesdes (BLEECKER e KENDE, 2000).

Acido jasménico é um fitormdnio que, pertence ao grupo de acidos graxos bioativos
chamados de oxilipinas, e atua no desenvolvimento de tricomas, producdo de metabolitos
secundarios, mediador de resposta a lesdes, producdo de inibidores de protease (LI et al., 2004).

Analises farmacologicas em pepinos (Cucumis sativus L.) com inibidores especificos das
vias de acido jasmonico/etileno no T. asperellum demonstraram que estas vias de transdugdo de
sinal estdo envolvidos no efeito protetor conferido pelo T. asperellum contra P. syringae pv.
Lachrymans (YEDIDIA et al., 2003).

O acido salicilico (AS) ¢ um regulador de crescimento de natureza fendlica capaz de alterar
processos fisiologicos nos vegetais e também resisténcia as doencas. Dentre seus efeitos na
planta, ocorrem (ERIG e SCHUCH, 2005):

e Inibi¢cdo da germinagdo através da atuagdo como antagonista do ABA;

e Inibi¢do da senescéncia através da atuagdo como antagonista do etileno;

e Reducdo da transpiragdo;

e Interfere na absorcdo das raizes alterando o transporte de ions com uma rapida
despolarizagdo da membrana;

s Promocao da abscisdo foliar.

O acumulo de acido salicilico nas raizes e folhas de pepino (Cucumis sativus L.) tratadas
com T. asperellum ndo mostrou diferenga quando comparado a plantas ndo inoculadas (SALAS-
MARINA et al. 2011). Em outro estudo realizado por Korolev, Rav-David e Elad (2008) com
isolados de T. harzianum houve uma inducdo de resisténcia contra o fungo Botrytis cinerea a
partir de vias de sinalizacdo do Acido Jasménico/etileno, foram utilizados microrganismos
mutantes deficientes nestas vias para a avaliagao do seu efeito.

Conforme uma avaliagdo de Silva et al. (2011) sobre o tratamento da antracnose em
cultura de pepinos (Cucumis sativus L.), doenga causada pelo fungo Colletotrichum lagenarium,
por Trichoderma spp. para indugdo de resisténcia, mostrou que houve um controle rapido da

doenga. O tratamento além de reduzir significativamente os sintomas da doenc¢a, com a aplicagdo
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do isolado trés dias antes da inoculagao do patdgeno, conferiu também uma protegao sist€émica
contra a antracnose atingindo valores entre 56,36 ¢ 88,39%.

Estudos sobre a utilizagdo do Trichoderma spp. inoculados em espécies de milho (Zea
mays L.), mostraram, através de experimentos com enzimas quitinoliticas, uma maior atividade
antifingica pods-inoculacdo quando comparado com plantas do controle (SHORESH,
MASTOURI e HARMAN, 2010).

A maioria dos fungos do género Trichoderma constituem fungos filamentosos que sdo
tolerantes aos fungicidas quimicos, pré-requisito para agirem como agentes de biocontrole sendo
aplicados em plantas para suprimir o crescimento de alguns microbios patogénicos através do
solo. Joeniarti et al., (2013) observaram a tolerancia do T. asperellum para com o fungicida
mefenoxame, bem como para identificar in vitro da atividade antagonica de T. asperellum contra

patdgeno Phytophthora infestans.

2.4 Tolerancia a estresses abioticos

O estresse abidtico pode ser descrito como sendo qualquer fator ambiental que retira
energia dos organismos, além de diminuir o crescimento e o desenvolvimento ou mesmo
perturbar o equilibrio de um sistema, mobilizando seus recursos e reservas e elevando seus
gastos energéticos (LEVITT, 1980).

As respostas da planta ao estresse provém de uma interagcdo entre o tipo de estresse,
incluindo a duragdo, severidade, nivel de exposicdo e combinagdo com outros estresses, € a
propria planta-estagio fenoldgico, gendtipo, 6rgao ou tecido afetado (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Dependendo do estresse o Trichoderma spp. pode proporcionar redugéo da sua severidade.

O ciclo do feijoeiro ¢ curto, sendo assim, pequenos periodos de seca podem comprometer o
seu crescimento. De acordo com o clima, a quantidade de 4gua requerida pela planta pode variar.
Quando essa necessidade hidrica ndo ¢ correspondida, o rendimento da cultura se reduz a um
valor dependente do estagio fenologico em que o déficit de agua acontece. Na etapa vegetativa o
efeito sobre o crescimento ¢ minimo, mesma etapa de pré-floragdo e enchimento de vagens, a
planta ¢ muito sensivel a falta de 4gua no solo (CALVACHE e REICHARDT, 1996).

Segundo Yancey, 2005; Meneses et al., 2006 as plantas em periodos de seca podem sofrer
altera¢des morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas apresentando alguns sintomas como:

e Reducdo na area foliar e senescéncia;

e Reducao do crescimento da parte aérea;
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e Reducao do crescimento radicular;

e Acumulo de solutos (prolina, poliaminas, trealose);
¢ Reducao da transpiragao;

e Reducao da condutancia estomatica;

e Reducdo da assimilacdo liquida de COy;

e Reducdo da capacidade fotossintética;

e Consequente declinio da planta.

A colonizagdo radicular por microrganismos saprofitos aumenta o desenvolvimento
radicular e consequentemente a produtividade da cultura, a resisténcia a estresses abioticos e a
disponibilidade de nutrientes (BENITEZ et al., 2004; MACHADO et al., 2011).

A aplicagdo de linhagens de Trichoderma spp. na planta aumenta a profundidade das
raizes, auxiliando na aquisi¢do hidrica elevando a sua capacidade de resisténcia aos estresses
abidticos e na absor¢ao de nutrientes (ARORA, ELANDER ¢ MUKERII, 1992; MACHADO et
al., 2011).

Pesquisas mostram que sementes de Tabaco inoculadas com Trichoderma spp. aprimoram
o desempenho germinativo das mesmas, até sob condi¢des adversas (BENITEZ et al. 2004).

Os resultados mencionados acima sdo compardveis aos efeitos induzidos em plantas de
Trigo (Triticum aestivum L.) inoculado com T. harzianum (Th-14, Th-Th-19 e 13). O que
mostrou um aumento na taxa de germinagdo, reduzindo o estresse salino. Mudas colonizadas
com Trichoderma spp. demonstraram tolerancia a salinidade, fato observado por um maior teor
de clorofila e indice de estabilidade da membrana, em todos os niveis de estresse (RAWAT et
al., 2011). Um mecanismo comum pelo qual as rizobactérias indutoras de crescimento da planta
e os fungos saprofitas aumentam a tolerancia das plantas ao estresse abidtico podendo levar ao
melhoramento dos danos causados pelo acimulo de espécies reativas de oxigénio em plantas
estressadas (MASTOURI, BJORKMAN e HARMAN, 2010).

Um fator comumente encontrado em condigdes de estresse abidtico ¢ o acimulo de
substancias toxicas de espécies reativas de oxigénio em que plantas sob estresse inoculadas com
isolados de T. harzianum T22, apresentaram uma diminui¢do nos danos causados por estas
substancias, reduzindo o acumulo de perdxidos lipidicos em sementes e plantas adultas
(SHORESH e HARMAN, 2008). Outro fator importante foi a comparacao do efeito da aplicagao
exogena de um antioxidante (glutationa) com a aplicagdo do T. harzianum T22 sobre a
germinagdo de sementes estressadas, cujos resultados foram semelhantes ao do estudo anterior

(MASTOURI, BIORKMAN e HARMAN, 2010).
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O processo de peroxidagao lipidica tem como principal subproduto o malondialdeido que ¢
um importante indicador na taxa de dano oxidativo. Estudos descritos por Rawat et al., (2011) e
Meloni et al., (2003) mostram que seu grau de acumulagdo foi maior em plantas nao tratadas.

A expressdao de marcadores de sequéncias expressas (EMSE) em amostras de folhas e
raizes durante um periodo de seca detectou que as raizes tendem a responder mais cedo a seca do
que as folhas. Independente da exposicdo a seca ou outros estresses, a colonizagdo pelo T.
hamatum promoveu uma maior tolerancia ao estresse abiodtico, observado pelo ressecamento e

pela diminui¢do no angulo de queda das folhas (BAE et al., 2009).

2.5 Promocao do crescimento em plantas influenciado por Trichoderma spp.

O uso de diversos microrganismos como bioestimulantes e biofertilizante de plantas tem
sido estudado por pesquisadores em varias espécies vegetais. Sao bactérias e fungos indutores de
crescimento em plantas. Contudo, os mecanismos indutores do crescimento ainda carecem de
novas abordagens cientificas, especialmente no que concerne a sua capacidade de
disponibilizagdo de micronutrientes e a sua capacidade de produgdo de andlogos fitormdnios
como o acido indolacético (AIA) (HARMAN et al., 2004). A acdo de microrganismos como
indutor de crescimento ¢ alcangada de maneira direta ou indireta como, por exemplo, através da
supressao de microrganismos prejudiciais a planta (LUZ, 1996).

A colonizagao por microrganismos refere-se a capacidade de reconhecer e aderir as raizes,
penetrar e resistir a metabdlitos toxicos, tais como fitoalexinas, flavonoides, agliconas, fenois,
terpenoides e outros compostos antimicrobianos produzidos pelas plantas em resposta a invasao
patogénica ou nio (PEIXOTO NETO, AZEVEDO e ARAUJO, 2002). A colonizagdo das raizes
por isolados de Trichoderma spp. contribui para aumentar o crescimento ¢ desenvolvimento, a
produtividade da cultura, utilizagdo de nutrientes (ARORA, ELANDER e MUKERIJI, 1992).

O fosforo ¢ o nutriente mais limitante da produtividade de biomassa em solos tropicais
ricos em ferro e aluminio. A alta estabilidade entre esses elementos e o fosforo tem como
consequéncia sua indisponibilidade no sistema radicular das plantas (NOVAIS e SMYTH,
1999), essa importancia se refere a sua presenga em compostos energéticos importantes ao
funcionamento da planta, entre eles a adenosina trifosfato (ATP) (MALAVOLTA, 2006).

Muitas linhagens de Trichoderma spp. sdo capazes de acidificar a rizosfera produzindo
acidos organicos, tais como acido citrico, fumarico e gluconico promovendo a solubilizacao de

micronutrientes, fosfatos e cations minerais como o ferro (HARMAN et al., 2004,
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ASADUZZAMAN, ALAM e ISLAM, 2010). Com isso, a adigdo de Trichoderma spp. em solos
pobres em micronutrientes € minerais atuaria como biofertilizantes pela sua capacidade de
solubilizar estes compostos aumentando a produtividade da cultura (BENITEZ et al, 2004).

Em uma analise, Melo (1996) descreveu que as espécies de Trichoderma promovem o
crescimento direto, aumentam a germinacdo de sementes ¢ o florescimento de plantas. Este
aumento no crescimento ocorreu mesmo em cultivos livres de patogenos realizados com solo
estéril, 0 que mostra ser uma acao independente deste microrganismo em relagdo ao controle
biologico (WINDHAM, ELAD e BAKER, 1986).

A interagdo simbidtica entre fungo e planta estimula o crescimento vegetal. Espécies de
Trichoderma spp. podem promover aumentos de até 300% no crescimento de vegetal, segundo
estudos descritos por Brotman, Gupta e Viterbo (2010), melhorando o desenvolvimento da
planta e ativando o crescimento da raiz, da area foliar e o peso da planta.

Pesquisas mostram que em raiz de Pinus radiata. D. Don colonizadas por T. atroviride
houve um maior crescimento radicular, do caule e das folhas, ndo afetando a altura da mesma,
com isso levantou-se a hipdtese de que o aumento da raiz levou ao aumento da area de absorcao
de agua e nutrientes elevando a fotoassimilagdo (REGLINSKI et al., 2012). Embora o estudo
descrito por Reglinski et al. (2012) ndo tenha observado mudangas na altura da planta, Pereira
(2012) observou que a altura de mudas de maracuja (Passiflora edulis Sims.) inoculadas com
Trichoderma spp. apresentaram um aumento médio de 16% em rela¢do ao controle.

Pesquisas realizadas por Bae et al. (2009) mostraram que a coloniza¢do de mudas de cacau
(Theobroma cagédo L.) por Trichoderma hamatum provocou o aumento na raiz € no seu peso
seco e fresco independente do ciclo de 4gua em condicdes de estresse. Mesmo considerando que
o crescimento da planta afete sua tolerancia ao estresse abiotico, Akrami, Golzary e Ahmadzadeh
(2011) observaram que varios fatores podem interferir na eficiéncia dos agentes benéficos, entre
eles alteragdes ambientais, principalmente a temperatura e a umidade, que sdo condi¢des
consideradas criticas para garantir o bom desempenho dos isolados de Trichoderma spp.

Geraldine, Pereira Filho e Lobo Jr. (2011) observaram que a viabilidade dos esporos de
diferentes espécies de Trichoderma aplicado por pulverizagdo na area foliar sofre influéncia da
radiacdo solar o que pode afetar a produtividade e crescimento do feijoeiro (P. vulgaris L.).

Segundo Harman (2000), a microbiolizag@o consiste na aplicacdo de microrganismos vivos
as sementes e que este processo influencia no controle de patdogenos e crescimento de plantas,
incluindo germinagdo, emergéncia e desenvolvimento das plantulas e produgdo de frutos e graos.
O uso desta técnica de aplicacdo tem como vantagem a eficiéncia nos tratamentos ja nas fases

iniciais do desenvolvimento das plantas (SOAVE e MORAES, 1987).
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Chacon et al. (2007), mostraram que plantas de tomate (S. lycopersicum L.) inoculadas
com T. harzianum, tiveram seu sistema radicular colonizado pelo fungo, resultando em um
aumento da proliferacdo de raizes e consequente aumento na massa fresca e na area foliar das
plantas. Observagoes feitas por Harman et al. (2012) mostraram que a interagdo do Trichoderma
spp. com a planta causou alteragdes na arquitetura da raiz, aumentando a area de superficie da
mesma, motivada pela colonizacdo por fungo, alterando em consequéncia, a fisiologia da planta
e resultando em inuimeros beneficios como a resisténcia ao estresse hidrico, absorcdo de
fertilizantes nitrogenados, resisténcia a patogenos e eficiéncia fotossintética.

O isolado de T. harzianum T22, conhecido pela sua capacidade de colonizar todo o sistema
radicular de milho, foi efetivo na indugdo de formagao de raizes de soja e milho tratadas com o
referido isolado e maior produtividade de pimentdo comparado com o controle negativo
(HARMAN, 2000).

A interferéncia de Trichoderma spp. em plantas e o aumento na produtividade ocorrem,
segundo Harman et al. (2004), devido a sua capacidade em colonizar raizes. Um grande nimero
de isolados selvagens de Trichoderma avaliados apresentou limitada capacidade de colonizar a
rizosfera (PAPAVIZAS, 1985), o que leva a uma busca por alteragdes gé€nicas para a obtencgao
de isolados com melhor capacidade de crescimento junto as raizes durante o desenvolvimento
radicular da planta (LYNCH et al., 1991).

A promogao de crescimento das plantas mediada pelo fungo estd diretamente relacionada
com as alteragcdes no padrao de expressiao de proteinas do metabolismo vegetal durante a
interacdo Trichoderma/planta hospedeira. Analises do proteoma da interacdo pepino ¢ T.
asperellum, mostraram que genes e proteinas envolvidas no metabolismo energético e
fotossintese tiveram expressao aumentada, bem como produtos de resposta de defesa, sugerindo
que houve um aumento do crescimento da planta (SHORESH e HARMAN, 2008).

Esses microrganismos podem formar associagdes endofiticas e interagir com outros
microrganismos na rizosfera, influenciando diretamente na prote¢do de doencas, crescimento e
produtividade (SAITO, 2009). A acdo destes microrganismos, isolados ou por associacdo, em
plantas envolve o reconhecimento molecular entre os dois organismos por meio de uma gama de
componentes de sinalizacdo, tais como os fitorménios acido salicilico, acido jasmonico e etileno,
e as enzimas hidroliticas como quitinases, glucanases, peroxidases e celulases (GARCIA-
GARRIDO e OCAMPO, 2002; SHORESH, YEDIDIA e CHET, 2005).

Os sinalizadores responsaveis pelo reconhecimento molecular mencionado acima possuem
um ponto de ligacdo com outras vias de resposta de hormonios variados como o 4cido abscisico

que ¢ associado ao desenvolvimento da planta e estresse abidtico, o Acido indol-3-acético que
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esta relacionado ao crescimento e desenvolvimento das plantas de raizes laterais, e as giberelinas
que controlam o crescimento de plantas através da degradacao de proteinas de repressdo do
crescimento DELLA que sao repressores da sinalizagdo de giberelina (HERMOSA et al., 2012).

Os hormonios sdo mensageiros quimicos, produzidos em uma célula, que atuam em
processos celulares em outra célula. Um unico hormonio pode controlar varias vias de agdo em
diversas células (MURCH, 2006). Os sinais quimicos gerados pelos fitormonios acarretam
mudangas no desenvolvimento ou estado fisiologico das células, dos tecidos e sistemas dos
orgaos. Alguns destes hormdnios sdo produzidos em determinado tecido e translocam para locais
especificos promovendo mudanca nessas areas. Outros agem dentro do proprio tecido em que
sdo sintetizados (RAVEN, 2001).

Carvalho Filho et al. (2008), analisaram a produgao de AIA em isolados de Trichoderma
spp. de acordo com os resultados obtidos foi observado no isolado T. harzianum CEN262, um
nivel consideravelmente superior de AIA em relacdio aos demais isolados estudados. A
concentragdo elevada de AIA verificada nas analises do isolado T. harzianum CEN262 foram
compativeis com os valores obtidos nos experimentos relativos ao desenvolvimento de mini
estacas de eucalipto clonal, que atingiu aumento de 137%, 145% e 43% da parte aérea, raiz e
altura das plantas, respectivamente, comparados ao controle.

Gravel, Antoun e Tweddell (2007a; 2007b) observaram que a adicdo de AIA exdgeno na
rizosfera das plantas de tomate acarretou em uma inibicao do crescimento radicular quando na
auséncia de Trichoderma sp. o que demonstra que altas concentra¢des de AIA na rizosfera levam
a uma inibigdo do crescimento radicular ndo condizente com relatos literarios sobre a influéncia
do Trichoderma spp. como indutor de crescimento, sugerindo que este possua mecanismos

capazes de degradar o AIA na tentativa de regular a taxa deste fitormonio.

3. JUSTIFICATIVA

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) representa uma importante fonte de proteina na dieta
humana em varios paises, principalmente no Brasil. O desenvolvimento e aperfeigoamento de
técnicas para melhorar o desenvolvimento e a produgdo do feijoeiro resultam na diminui¢ao de
gastos com manejo € no aumento da qualidade do produto final. A utilizacdo de fungos do
género Trichoderma no desenvolvimento do feijoeiro é uma alternativa sustentavel quando

comparada ao uso de produtos quimicos, sendo menos prejudicial ao meio ambiente. Assim, a
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interacao fungo e feijoeiro podera contribuir para o desenvolvimento da planta trazendo uma

melhora no cultivo e proporcionando a reducao dos custos de producao.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da inoculagdo de isolados do fungo Trichoderma spp. em aspectos

morfoldgicos e anatdmicos do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.).

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar o comprimento e volume da raiz, area foliar e massa seca da planta;
e Avaliar os parametros quantitativos da lamina foliolar: espessura da epiderme

adaxial e abaxial e do mesofilo;

® Analisar aspectos anatomicos das folhas e raizes visando detectar possiveis

alteracdes estruturais.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Local de conducéo do experimento

O experimento foi desenvolvido nas dependéncias da Universidade Federal de Goids, nos
Laboratorios de Enzimologia localizado no Instituto de Ciéncia Biologicas (ICB) II e de
Anatomia Vegetal localizado no ICB I, e na Embrapa arroz e feijdo no municipio de Santo

Antonio de Goias.

5.2 Obtencéo do in6culo

Os isolados de Trichoderma spp. utilizados nos ensaios foram cultivados em graos de arroz

parboilizados (Figura 6) e colocados em Erlenmeyer (250 mL), posteriormente sendo
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umedecidos com dgua destilada em uma propor¢ao de 60 % do volume de arroz usado, e levados
para autoclave a uma temperatura de 121° C por 40 min. Os frascos foram mantidos a 25° C por
um fotoperiodo de 12 horas por sete dias. As suspensdes de esporos, obtidas apds a lavagem do
arroz com agua destilada autoclavada foram inoculadas nas sementes em uma concentracao de 2
x 10° conidios viaveis x mL™".
Os isolados utilizados no processo acima foram:
e T. harzianum T22 e ALL42;
e T.asperellum T34.

Figura 6 — Graos de arroz com esporos de Trichoderma harzianum.

5.3 Sementes

Foram utilizadas sementes de P. vulgaris L. cedidas pela Embrapa Arroz e Feijao
localizada no municipio de Santo Anténio de Goias - GO. As sementes de feijdo foram
esterilizadas superficialmente com 4lcool 70% por 1 minuto e posteriormente lavadas por trés
vezes seguidas com agua destilada autoclavada. Em seguida a umidade excessiva foi eliminada

com o uso de papel toalha.
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5.4 Producéo das plantas em casa de vegetacao

Trés plantas de feijdo da variedade Pérola foram cultivadas em cada torre de PVC
(cilindros), sendo cada torre composta de dois cilindros com cerca de 25 cm de diametro X 60
cm de comprimento. As torres foram forradas internamente com sacos plasticos e preenchidas
com vermiculita e adubada uma vez por semana (Figura 7). O delineamento experimental
constitui de 20 tratamentos com trés repeticdes. Os tratamentos foram dispostos da seguinte
maneira:

e Controle: sementes sem inoculag@o do Trichoderma spp.;
e Sementes com isolados de Trichoderma spp. T34, ALL42 e T22 da colegdo de

microrganismos da Embrapa Arroz e Feijdo.

Figura 7 — Mudas de P. vulgaris L. variedade pérola plantadas em torres de PVC.
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Cada tratamento foi composto por trés repeti¢des, sendo que as coletas foram feitas em
cinco estagios do ciclo do feijoeiro, sendo os estagios V2 (7 DAE), V4 (28 DAE), R5 (32 DAE),
R7 (52 DAE) e R8 (63 DAE) para analise morfoldgica, analise quantitativa da espessura do
mesofilo e epiderme da lamina foliar, e foram coletadas amostras nos estagios V2, V4 e RS para

analise anatdmica da raiz.

5.5 Obtencgdo e armazenamento das amostras

Para as andlises dos parametros de crescimento foram coletadas amostras de feijoeiro nos
estagios V2, V4, R5, R7 e R8 e posteriormente armazenadas em cdmara fria por no maximo
24hs.

Para as analises da lamina foliolar foram coletadas amostras nos estagios V2 (folhas
primdrias), V4, R5, R7e R8 (terceira folha trifoliolada totalmente expandida) para a andlise
anatomica da raiz foram realizadas coletas nos estagios V2, V4 ¢ R5. As amostras foram fixadas
em FAA 50 (formaldeido, acido acético glacial, etanol 50%; 5:5:90, v/v) por 24 horas e

conservadas em alcool 70%.

5.6 Analises quantitativas de crescimento e de parametros anatdomicos

5.6.1 Area foliar

As folhas foram destacadas da planta e s6 assim a area foliar foi medida utilizando o

aparelho medidor Area Meter modelo LI-3100.

5.6.2 Sistema radicular

As analises morfoldgicas do sistema radicular foram realizadas por meio do sistema
WinRHIZO Pro 2007 a (Régent Instr. Inc.), acoplado a um scanner profissional Epson XL
10000. Conforme metodologia descrita por Cantdo (2007), as raizes foram dispostas em uma
cuba de acrilico de 20 cm de largura por 30 cm de comprimento, com uma lamina de agua de
aproximadamente um centimetro, que permitiu a aquisicdo de imagens de raizes lavadas e da

realizacdo da medi¢dao do comprimento e volume da raiz (Figura 8).
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Figura 8 — Leitura da raiz do Phaseolus vulgaris L. pelo software WinRHIZO Pro 2007.

5.6.3 Massa seca

Das plantas coletadas foram separados as raizes e a parte aérea. As raizes foram lavadas
para a remog¢ao da vermiculita. Para a determinacdo da massa seca, as raizes e a parte aérea da
planta foram acondicionadas em saco de papel e, em seguida, secas em estufa com circulagdo
forcada de ar regulada a uma temperatura de 60° C por aproximadamente 72hs. Apds o material

atingir peso constante, foi realizada a pesagem em balanga semi-analitica.

5.6.4 Aspectos anatémicos da lamina foliolar e raiz

Para a caracterizacdo anatomica, amostras da regido mediana do foliolo central de cada
individuo foi fixado com FAA 50 por 24h, posteriormente transferidos para etanol 60% por 24h,
sendo entdo, armazenados em etanol 70% (JOHANSEN, 1940).
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Para a preparagdo das laminas semipermanentes foram realizadas sec¢des transversais da
lamina foliolar a mao livre e com o auxilio de micrétomo de mesa. As seccoes do material
vegetal foram clarificadas com hipoclorito de sodio a 6%, lavadas em agua destilada por quatro
vezes ¢ submetidas a dupla coloragdo fucsina bésica aquosa 0,1% e azul de astra 0,3% na
propor¢ao 3:1. Em seguida as sec¢des foram montadas entre lamina e laminula utilizando-se
glicerina 50% (ROESER, 1972).

As medidas de espessura do mesofilo e da epiderme das faces adaxial e abaxial da 1amina
foliolar foram realizadas nas secc¢des transversais da regido mediana do foliolo central (Figura 9).
A amostragem foi constituida de doze cortes para cada individuo analisado. As mensuragdes
foram realizadas em microscopio Leica com camera digital ICC50, com programa de captura de

imagem LAD EZ versdo 1.8.1.
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Figura 9 — Corte transversal da lamina foliolar de Phaseolus vulgaris L. variedade Pérola

Para a andlise anatomica da raiz, amostras da raiz principal provenientes da regido de
ramifica¢do (Figura 10) foram fixadas em FAA 50 por 24h, posteriormente transferidas para
etanol 60% por um periodo de 24h, sendo entdo, armazenadas em etanol 70% (JOHANSEN,
1940).
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Figura 10 — Raiz do Phaseolus vulgaris L variedade Pérola. Seta indica a regido em que foram retiradas as
amostras da raiz principal.

5.7 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com trés repeticdes para analises
morfologicas e anatomicas. Os dados foram calculados a uma analise de varidncia quando do
término do ciclo do feijoeiro, periodo em que foram realizadas observagdes para a presenca de
possiveis alteracdes significativas pelo F-teste (5%) e teste Scott-Knott (5%) para a separagdo de

médias.
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6. RESULTADOS

6.1 Andlises de crescimento (aspectos morfologicos)

O aumento da massa seca do feijoeiro comum (Phaselous vulgaris L.) inoculado com o
Trichoderma spp. foi significativo na maioria dos estagios analisados (Tabela 1), com excecdo
de R7. O isolado de T. harzianum (ALL42) foi o que apresentou uma maior média quando
comparado com o controle e os outros isolados. Dados obtidos com trés plantas para cada

tratamento e em cada estagio.

Tabela 1 - Massa seca das plantas (g) de Phaseolus vulgaris L. em relacdo aos tratamentos. As médias
acompanhadas de mesma letra, dentro de uma mesma coluna, ndo diferiram a 5% de significancia pelo teste de
Scott-Knott.

(Massa seca final das plantas do feijoeiro (g)) Estagios do desenvolvimento

V2 \Zi R5 R7 R8 Total
Controle 0,16 b 0,71 ¢ 1,92 ¢ 7,00a 13,22 a 4,60
T22 0,25 ab 1,18 ab 2,59b 9,03a 9,80 ab 4,57
ALLA2 0,26 a 1,30 a 3,59 a 6,92a 14,21 a 5,25
T34 0,26 a 1,04 b 2,72 b 7,88a 521b 3,42
Média 0,23 1,06 2,70 7,71 10,61 e
CV% 13,67 8,15 8,26 29,32 24,23 e
F calculado 7,10%* 26,27* 28,14* 0,57xs 7,50% e

NS: ndo significativo; *: F calculado significativo a 5% de probabilidade.

Controle: individuos ndo tratados com Trichoderma spp; T22: T. harzianum; ALL42: T. harzianum; T34:
T. asperellum. V2: estagio em que aparecem folhas primarias; V4: estagio em que aparece a terceira folha
trifoliolada; R5: estagio de Pré-floragdo; R8: Enchimento das vagens; R9: Maturagéo.

Foi observado nos diferentes estagios de crescimento do feijoeiro um aumento
significativo no volume das raizes nas amostras de feijoeiro inoculados com o T. harzianum T22

(Tabela 2 e Figura 11).
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Tabela 2 - Volume da raiz (cm®) de Phaseolus vulgaris L. em relagio aos tipos de tratamentos. As médias
acompanhadas de mesma letra, dentro de uma mesma coluna, ndo diferiram a 5% de significancia pelo teste de
Scott-Knott.

(Massa seca final das plantas do feijoeiro (g)) Estagios do desenvolvimento

V2 V4 R5 R7 R8 Total
Controle 0,16 b 0,71¢ 1,92 ¢ 7,00a 13,22 a 4,60
T22 0,25 ab 1,18 ab 2,59b 9,03a 9,80 ab 4,57
ALL42 0,26 a 1,30 a 3,59a 6,92a 14,21 a 5,25
T34 0,26 a 1,04 b 2,72b 7,88a 521b 3,42
Média 0,23 1,06 2,70 7,71 10,61 -
CV% 13,67 8,15 8,26 29,32 2423 eeee
F calculado 7,10% 26,27* 28,14%* 0,57xs 7,50% e

NS: ndo significativo; *: F calculado significativo a 5% de probabilidade.

Controle: individuos ndo tratados com Trichoderma spp; T22: T. harzianum; ALL42: T. harzianum; T34:
T. asperellum. V2: estagio em que aparecem folhas primarias; V4: estagio em que aparece a terceira folha
trifoliolada; R5: estagio de Pré-floracdo; R8: Enchimento das vagens; R9: Maturagio.

ii;._» y -4 _ 3. S s - E , % ..
Figura 11 - A-B. Raiz de Phaseolus vulgaris L. em relagdo aos tratamentos - estagio R5. A: raiz ndo tratada com
Trichoderma. B. raiz tratada com T. harzianum T22.



Figura 12 - C-D. Raiz de Phaseolus vulgaris L. em rela

i
¢do aos tratamentos - estagio RS. C: raiz tratada com T.
harzianum. ALL42; D. raiz tratada com T. asperellum T34.
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No presente trabalho, o comprimento das raizes, principalmente no estagio V4,

apresentaram maiores médias quando tratadas com os isolados de T. harzianum T22 e ALL42

(Tabela 3).

Tabela 3 -Comprimento da raiz (cm) de Phaseolus vulgaris L. em relagdo aos tipos de tratamentos. As médias
acompanhadas de mesma letra, dentro de uma mesma coluna, ndo diferiram a 5% de significancia pelo teste de

Scott-Knott.

{Comprimento da raiz (cm)) Estagios do desenvolvimento

V2 V4 RS R7 RS Total
Controle 11822 b 526,62 108260 b 92220 ¢ 1791,30a 280,38
T22 178,86 a 1091,67 a 1469,30ab  1757,60ab  1512,10a 1201,90
ALL42 129 87 ab 1067.27 a 164160 a 123870 ke 1999.90a 121538
T34 113,176 T0146 b 048,10 b 183310 a 1527,30a 1224.62
Meédia 139,05 246,90 128691 1437,87 S T——
CVig 17,61 13,16 14,97 1421 1831
F calculado 11,00% 18,70% g.43* 13 40% 16Tws T

NS: ndo significativo; *: F calculado significativo a 5% de probabilidade.
Controle: individuos ndo tratados com Trichoderma spp; T22: T. harzianum; ALL42: T. harzianum; T34:
T. asperellum. V2: estagio em que aparecem folhas primarias; V4: estagio em que aparece a terceira folha

trifoliolada; R5: estagio de Pré-floragao; R8: Enchimento das vagens; R9: Maturacao.
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As plantas inoculadas com os isolados T. harzianum T22 e ALL42 apresentaram area foliar
maior que o controle nos estagios analisados. Apesar de nao ter tido a maior média em todos os
estagios, o isolado T. harzianum T22 apresentou valores relativamente maiores quando

comparado a todas as médias (Tabela 4).

Tabela 4 - Area foliar (cm) de Phaseolus vulgaris L. em relagio aos tipos de tratamentos. As médias acompanhadas
de mesma letra, dentro de uma mesma coluna, nao diferiram a 5% de significancia pelo teste de Scott-Knott.

{Area foliar (cm)) Estagios do desenvolvimento

V2 V4 RS R7 RS Total
Controle 5231a 192311 42123 ¢ 146311 b 1052,09 b 636,21
T22 68,132  322.04a 28,73 ab. 2074,06 a 1271,53 zb 873,08
ALL42 3710 32842a 681,98 a 133292 b 1527,90 a 785,66
T 61,522 37587 a 53045 b 145450 b 566,48 ¢ 397.76
Média 59,77 304,88 563,60 145823 110525 -
CV% 11,32 9,34 8,48 33,02 1,19
F calculado 297 17.96* 17.18* 3,11 3241% e

NS: ndo significativo; *: F calculado significativo a 5% de probabilidade.

Controle: individuos ndo tratados com Trichoderma spp; T22: T. harzianum; ALL42: T. harzianum; T34:
T. asperellum. V2: estagio em que aparecem folhas primarias; V4: estagio em que aparece a terceira folha
trifoliolada; R5: estagio de Pré-floragdo; R8: Enchimento das vagens; R9: Maturagéo.

Em relagdo a espessura da epiderme adaxial e abaxial da lamina foliolar ndo houve

diferenca significativa entre os tratamentos (Tabelas 5 ¢ 6).

Tabela 5 - Espessura da epiderme adaxial (um) em sec¢lo transversal da lamina foliolar de Phaseolus vulgaris L.
em relagdo aos tratamentos. As médias acompanhadas de mesma letra, dentro de uma mesma coluna, ndo diferem a
5% de significéncia pelo teste de Scott-Knott.

(Espessura da epiderme superior (um)) Estagios do desenvolvimento

V2 V4 RS R7 RS Total
Controle 41 57a 39,59a 4132a 39,08a 4239a 40,79
T22 41 45a 38.94a 39.43a 38.23a 4136a 3089
ALT42 4253z 35 86a 39.39a 40,74a 3933a 4037
T34 41 61a 38.43a 39.353a 3932a 41,03a 3998
Meédia 4179 392 3992 3935 410 0
CV% 389 4384 27 443 B
F calcolado 0,283 0,34 2.5 1.06ws 166w

NS: ndo significativo; *: F calculado significativo a 5% de probabilidade.

Controle: individuos ndo tratados com Trichoderma spp; T22: T. harzianum; ALL42: T. harzianum; T34:
T. asperellum. V2: estagio em que aparecem folhas primarias; V4: estagio em que aparece a terceira folha
trifoliolada; RS: estagio de Pré-floracdo; R8: Enchimento das vagens; R9: Maturacao.
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Tabela 6 - Espessura da epiderme abaxial (um) em sec¢do transversal da 1dmina foliolar de Phaseolus vulgaris L.
em relagdo aos tratamentos. As médias acompanhadas de mesma letra, dentro de uma mesma coluna, ndo diferiram
a 5% de significancia pelo teste de Scott-Knott.

(Espessura da epiderme inferior (um)) Estagios do desenvolvimento

V2 V4 R5 R7 RS Total
Controle 39.42a 38.94a 39.73a 39.74a 39.98a 39,56
T22 39 46a 39.60a 42 58a 39593 4087a 4042
ALL42 39,032 3843a 3951a 39.18a 41,56a 39,54
T34 39,89 39 86a 38,86a 39,30a 40, 4%a 39,68
Média 3945 4045 40,17 3945 072 -
CVip 512 461 639 284 432
F calculado 0,00y .69 1 2dns 0163 043w -

NS: ndo significativo; *: F calculado significativo a 5% de probabilidade.

Controle: individuos ndo tratados com Trichoderma spp; T22: T. harzianum; ALL42: T. harzianum; T34:
T. asperellum. V2: estiagio em que aparecem folhas primarias; V4: estagio em que aparece a terceira folha

trifoliolada; R5: estagio de Pré-floracdo; R8: Enchimento das vagens; R9: Maturacao.

A espessura do mesofilo apresentou valores maiores em plantas tratadas com Trichoderma

spp. nos estagios V2 (figura 12), V4 (figura 13) e R7 (figura 14), porém somente foi significativo

a 1% em V4 e 5% em R7 onde houve diferenga entre as médias. A maior média foi apresentada

pelo T. harzianum T22 em V4 apresentando 46% de aumento na espessura do mesofilo em

relagdo ao controle (Tabela 7).

Tabela 7 - Espessura do mesofilo (um) em secgo transversal da lamina foliolar de Phaseolus vulgaris L. em
relacdo aos tratamentos. As médias acompanhadas de mesma letra, dentro de uma mesma coluna, ndo diferiram a
5% de significancia pelo teste de Scott-Knott.

(Espessura do mesofilo (nm)) Estagios do desenvelvimento

V2 V4 R5 R7 R& Total
Controle 342482 256400 369.90a 330921 287.53a 31744
T22 377,77a 37456a 333.11a 32423 gb, 281,632 3422
ALTA42 363,282 33421a 32520a 406,89 a 286,012 343,11
T4 3463% 35130a 346322 310630 267.30a 24.40
Média 353747 29,11 348,83 34317 18064
CVig 9,14 6,486 11,39 0,76 1544 -
F calecunlado 0. 74 1739* 0.65ms 3,01* 013E -

NS: néo significativo; *: F calculado significativo a 1% ¢ 5% de probabilidade.
Controle: individuos ndo tratados com Trichoderma spp; T22: T. harzianum; ALL42: T. harzianum; T34:
T. asperellum. V2: estagio em que aparecem folhas primarias; V4: estagio em que aparece a terceira folha

trifoliolada; R5: estagio de Pré-floracdo; R8: Enchimento das vagens; R9: Maturacao.
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A organizagdo estrutural da lamina foliolar ndo apresentou alteracdes em relacdo ao
controle (Figuras 12-14). A epiderme manteve-se uni seriada e apresentando células das faces
adaxial e abaxial com formas e tamanhos variados; o mesofilo manteve a organizagdo

dorsiventral, sendo o parénquima palicaddico constituido por uma camada de células e o

parénquima lacunoso com quatro a cinco camadas.

Figura 13 - A- D. Secgdes transversais da regido mediana do foliolo central de Phaseolus vulgaris L. submetidas a
diferentes tratamentos - estagio V2. A. Sem tratamento com Trichoderma. B. Tratamento com T. harzianum (T22).
C. Tratamento com T. harzianum (ALL42). D. Tratamento com T. asperellum (T34).
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Figura 14 - A-D Secgdes transversais da regido mediana do foliolo central de Phaseolus vulgaris L. submetidas a
diferentes tratamentos - estagio V4. A. Sem tratamento com Trichoderma. B. Tratamento com T. harzianum (T22).
C. Tratamento com T. harzianum (ALL42). D. Tratamento com T. asperellum (T34).
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Figura 15 - A-D. Secgdes transversais da regido mediana do foliolo central de Phaseolus vulgaris L. submetidas a
diferentes tratamentos - estagio R7. A. Sem tratamento com Trichoderma. B. Tratamento com T. harzianum (T22).
C. Tratamento com T. harzianum (ALL42). D. Tratamento com T. asperellum (T34).

As raizes das plantas tratadas com o inoculo de Trichoderma spp. no estagio V4
apresentaram cilindro vascular em crescimento secundario mais desenvolvido, enquanto que o

controle apresentou crescimento secunddrio incipiente (Figura 15).
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Figura 16 - A-D. Secgdes transversais da regido de ramificagdo da raiz de Phaseolus vulgaris L. submetidas a
diferentes tratamentos - estagio V4. A. Sem tratamento com Trichoderma. B. Tratamento com T. harzianum (T22).
C. Tratamento com T. harzianum (ALL42). D. Tratamento com T. asperellum (T34).

Houve um maior desenvolvimento de xilema secundario no periodo de pré-floragdo das
plantas (RS5) tratadas com T. harzianum (T22), T. harzianum (ALL42) e T. asperellum (T34) em

relacdo ao controle (Figura 16).
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Figura 17 - A-D. Secgdes transversais da regido de ramificagdo da raiz de Phaseolus vulgaris L. submetidas a
diferentes tratamentos - estagio R5. A. Sem tratamento com Trichoderma. B. Tratamento com T. harzianum (T22).
C. Tratamento com T. harzianum (ALL42). D. Tratamento com T. asperellum (T34).

A matriz de correlagdo examina o grau de associagdo de duas varidveis, verificando até que
ponto estas sdo interdependentes ou covariantes.

Dentro da matriz de correlagdo apresentada abaixo, considerando todos os estagios
analisados, pode-se observar correlagao entre massa seca com o comprimento da raiz, volume da
raiz e area foliar com valores préximos ao maximo que ¢ 1. Foi apresentada também correlagao
positiva entre comprimento da raiz com volume da raiz e area foliar. Além da correlacdo positiva

entre volume da raiz e area foliar.
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Tabela 8 - Matriz de correlagdo simples entre os pardmetros analisados no total dos estigios observados.

Mesofilo  Epidad Epidab Mseca Compraiz  Volraiz Areafol
Mesofilo 1.00000 0.11515ys -0.25696yns -0.41464 s -0.35684 s -0.21938 s  -0.24574 s
Epidad 1.00000 -0.09759 s -0.02122 s -0.22484 s -0.23277ys  -0.33503 ns
Epidab 1.00000  0.08929ys 0.17607ns 0.16430ns  0.03141 s
Mseca 1.00000 0.77210%* 0.80175%* 0.76424%*
Compraiz 1.00000 0.83739* 0.71792%*
Volraiz 1.00000 0.81958*
Areafol 1.00000

NS: ndo significativo; *: significativo a 5% por Scott-Knott.
Mesofilo: espessura do mesofilo; Epidad: espessura da epiderme adaxial; Epidab: espessura da epiderme
abaxial; Mseca: Massa seca da planta; Compraiz: comprimento da raiz; Volraiz: volume da raiz; Areafol:
area foliar.

7. DISCUSSAO

No estudo foco dessa dissertagdo, foram analisados alguns parametros durante o

desenvolvimento das plantas de feijoeiro comum tratadas com isolados de Trichoderma, sendo

eles:

Massa seca;

Volume da raiz;

Comprimento da raiz;

Area foliar;

Espessura do mesofilo e da epiderme adaxial e abaxial da 1amina foliolar; e

Aspectos anatomicos da raiz.

Com as andlises acima, foram observadas diferentes respostas dependendo do estagio

observado e do isolado utilizado.
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A associagdo do Trichoderma spp. ao feijoeiro comum reflete a importancia da simbiose
entre plantas e microrganismos, fato observado naturalmente no ecossistema e que instiga
estudos com o intuito de melhorar o desenvolvimento e o crescimento da planta, contribuindo
para a produtividade agricola.

Como pode ser observado na Tabela 1, as plantas tratadas com Trichoderma spp.
apresentaram um aumento na massa seca final na maioria dos estagios analisados tendo como
destaque os individuos tratados com o isolado T. harzianum ALL42 sendo mais enfatico no
estdgio RS com um aumento de 86% em relacdo ao controle. De acordo com Gomes e Paiva
(2004), a massa seca da parte aérea indica o vigor da planta e a massa seca das raizes determina a
capacidade das plantas de sobrevivéncia e crescimento inicial em campo. Pesquisas realizadas
por Bae et al., (2009) mostram em experimentos que a colonizacdo de mudas de cacau
(Theobroma cacao L.) por Trichoderma hamatum provocou o aumento na raiz € no seu peso
seco e fresco. Santos, Mello e Peixoto, (2010), trabalhando com o Trichoderma spp. como
indutor de crescimento em plantas, encontrou maior acumulo de matéria seca em raizes de
maracujazeiro (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.).

O comprometimento na disponibilidade de nutrientes ¢ um fator ambiental que comumente
limita o crescimento e o desenvolvimento das plantas. Para ndo comprometer o seu
desenvolvimento, aprimoram mecanismos para se adaptarem a esse tipo de estresse, que incluem
alteragdes na arquitetura do sistema radicular (CHACON et al., 2007).

As alteragdes na arquitetura das raizes viabilizando a capacidade de exploragdo do solo e,
portanto, o potencial para extragdo dos nutrientes afetam a disponibilidade e a mobilidade no
solo do nutriente limitante. Sendo assim, qualquer altera¢do na arquitetura do sistema radicular
pode modificar a captagéo e a alocacio de recursos e do crescimento da planta (CHACON et al.,
2007).

Como observado na Tabela 2 e Figura 11 deste trabalho, as plantas tratadas com
Trichoderma spp. apresentaram um aumento no volumes radicular na maioria dos estagios
analisados principalmente em individuos tratados com os isolados de T. harzianum T22, com um
aumento de 96% em relagdo ao controle no estagio V4.

De acordo com Harman (2000), o T. harzianum é capaz de promover um aumento no
comprimento ¢ volume da raiz de varias plantas como soja (Glycine Max) ¢ milho (Zea mays).

A colonizagdo de raizes de plantas por T. harzianum T22 tem como um dos principais
efeitos o desenvolvimento radicular o que foi mostrado por Harman (2000), com o aumento do
volume de raiz de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) tratada com T22. Segundo Contreras-

Cornejo et al. (2009), a auxina tem papel primordial na promogdo do crescimento em plantas,
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através do desenvolvimento de raizes laterais e desenvolvimento de pelos radiculares
contribuindo para o aumento do volume da raiz, o que foi observado em plantas do género
Arabidopsis através da utilizagdo ¢ comparacdo de marcadores deste hormodnio em plantas
inoculadas e ndo inoculadas com isolados de Trichoderma virens e T. atroviride. Na pesquisa, o
T. virens foi capaz de estimular a produgdo de compostos inddlicos como o acido indol-3-
acético, acido indol-3- acetaldeido, que estimulam o crescimento da planta.

Chacon et al., (2007), mostraram que plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
inoculadas com T. harzianum, tiveram seu sistema radicular colonizado pelo fungo, resultando
num aumento da proliferacao de raizes e consequente aumento na massa fresca e na aérea foliar
da planta. Observagdes feitas por Harman et al., (2012) relataram que a interacdo do
Trichoderma spp. com plantas, como o pepineiro (Cucumis sativus), causam alteracdes na
arquitetura da raiz, aumentando a area de superficie da mesma, sendo motivado pela coloniza¢do
pelo fungo, alterando em consequéncia, a fisiologia da planta e resultando em inumeros
beneficios como resisténcia ao estresse hidrico, absorcdo de fertilizantes nitrogenados,
resisténcia a patogenos e eficiéncia fotossintética. Um dos possiveis mecanismos de acdo ¢ a
producdo de uma proteina rica em cisteina pelo Trichoderma spp. capaz de mudar a arquitetura
da raiz.

Os resultados relatados na Tabela 3 descrevem diferencas significativas quanto ao
comprimento radicular dos feijoeiros tratados com o Trichoderma spp. na maioria dos estagios
analisados, apresentando portanto, resultados satisfatorios quanto a aplicagdo do T. harzianum e
T. asperellum por inoculagdo em sementes com relagdo a ampliagao do comprimento radicular.

Segundo Saravanakumar, Arasu ¢ Kathiresan (2013), T. harzianum ¢ capaz de promover o
crescimento de mangue-cinza (Avicennia marina), através do aumento no comprimento da raiz,
devido a sua capacidade de solubilizar nutrientes como o fosforo.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com os dados obtidos por diferentes
autores, visto que os valores descritos na Tabela 4 mostraram que houve diferenca significativa
quanto a area foliar em feijoeiros tratados com Trichoderma spp. na maioria dos estagios
analisados, em especial com o T. harzianum em trés (R5, R7 e R8) dos cinco estagios
observados, embora a maior porcentagem de acréscimo em darea foliar encontrado tenha sido
com T. asperellum, T34 no estagio V4.

A variavel area foliar de uma planta ¢ conhecida por ser um indicativo de desenvolvimento
vegetal, j4 que o processo fotossintético depende da captura da energia luminosa e da sua
conversao em energia quimica (PORTES, CARVALHO e KLUTHCOUSKI, 2003). O indice de

medidas em area foliar influéncia a captagao de luz com isso um aumento na area foliar favorece
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a fotossintese o que tende a proporcionar um aumento na taxa de crescimento ¢ ganho de
carbono (GRIME e HUNT, 1975).

Em um dos muitos trabalhos analisados, Inbar et al. (1994) ao trabalharem com o isolado
T203 de T. harzianum, perceberam que houve um aumento de 96% de area foliar em plantulas
de pepino cultivadas em substrato tratado, compativel com os resultados do presente trabalho.

O estudo de Salas-Marina et al. (2011) mostrou que a aplicagao do T. atroviride em raiz de
Arabidopsis promoveu o crescimento da planta com resposta significativa na area foliar quando
comparadas aos controles. Além disso, mostrou que T. atroviride produz compostos indélicos
em meios de cultura, sugerindo que pode ser este um fator estimulante do crescimento de
plantas.

Carvalho Filho et al. (2008), trabalhando com Trichoderma spp. como indutor de
crescimento em mudas de eucalipto, notou um desenvolvimento da parte aérea com a inoculacdo
de isolados de T. harzianum, incluindo a area foliar. Nesse mesmo estudo, foi observado que
isolados do género Trichoderma tem potencial para controle do fungo Cylidrocladium, tendo
como consequéncia indireta a interferéncia no crescimento de plantas, muitas vezes
potencializando.

Yedidia et al. (2001) observaram que plantas de pepino tratadas com T. harzianum
apresentaram um incremento significativo na area foliar, comparadas ao controle. Trabalhos
realizados por Kleifeld e Chet, (1992) com aplicagdo de Trichoderma spp. apresentaram
aumentos significativos na porcentagem de germinagdo, na area foliar quanto no peso seco das
plantas.

Dentro dos cinco estagios analisados, a espessura do mesofilo apresentou valores maiores
em trés estagios da planta tratada com Trichoderma spp. V2, V4 ¢ R7. Porém somente foi
significativo (p < 0,01) no estagio V4, estagio esse em que ocorre o surgimento da terceira folha
trifoliolada e que antecede a pré-floracao, € em R7 que € o estagio em que ocorre a formagao das
vagens. Os resultados mais expressivos ocorreram no tratamento com o T. harzianum T22 que
mostrou um aumento de 46% em relagao ao controle em V4 ¢ do T. harzianum ALL42 que
mostrou um aumento de 22% em relacdo ao controle em R7.

Em estudos conduzidos por McClendon (1962) e Jurik (1986), foi demonstrado que existe uma
estreita correlacao entre a capacidade fotossintética e a espessura foliar.

Os parametros de andlise quantitativa do crescimento da planta, independente da
complexidade que envolve o seu crescimento, ¢ um dos meios mais eficazes para avaliar o

crescimento e o desenvolvimento vegetal (PEIXOTO, CRUZ e PEIXOTO, 2011).



56

Uma diversidade de fatores ambientais podem causar modificacdes nas caracteristicas
estruturais e funcionais das folhas, acarretando alteragdes no padrao de crescimento e produgao
das plantas, processo de plasticidade morfofisiolégica para adaptacdo e resposta da planta
(BJORKMAN, 1981).

Silva, Rodrigues e Costa, (1988) observaram que a disposi¢ao dos tecidos constituintes do
mesofilo, parénquimas pali¢adico e lacunoso nao foi modificada pela radiacdo disponivel
resultante do sistema de cultivo utilizado em plantas de café (Coffea arabica L.), no entanto, as
espessuras desses tecidos e da lamina foliar sofreram um aumento na presenca de niveis mais
altos de radiacao do que sob sombreamento, relatando a influéncia que o ambiente tem sobre o
crescimento do feijoeiro. J&4 Alves, Tresmondi e Longui (2008) encontraram uma reducdo na
espessura do mesofilo de folhas de Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) em meio urbano quando
comparado ao ambiente rural, indicando uma estratégia adaptativa ao ambiente que apresenta
grandes concentragdes de gases tOXicos.

No entanto ndo existe na literatura até o presente trabalho nenhuma anélise quantitativa da
espessura do mesofilo e epiderme da lamina foliar em feijoeiros tratados com Trichoderma spp.,
fator biotico que segundo Santos, Mello e Peixoto (2010) age como indutor de crescimento de
plantas.

A correlagdo area foliar e espessura do mesofilo no estagio V4 levou a um aumento no
volume foliar mostrando uma relagdo direta de crescimento foliar e ndo apenas uma
compensagdo pelo desenvolvimento do feijoeiro numa relagdo inversa entre area foliar e
espessura do mesofilo. Porém, essa mesma correlacdo ndo foi observada para os demais estagios
analisados.

A folha, por ser um 6rgdo primario de sintese, ¢ 0 que apresenta maior plasticidade e o que
mais responde, estruturalmente, as variagcdes impostas pelo meio (SMITH et al., 1997). Sendo
assim, a vantagem do mesofilo mais espesso em folhas de maior area foliar ¢ com relacdo a uma
maior fixagdo de CO, pela planta (GIVNISH, 1988; KLICH, 2000). A adaptacdo morfologica
principalmente na relacdo area foliar/espessura propicia a permanéncia de um balango positivo
de carbono em diferentes condi¢cdes ambientais encontradas e isto € a caracteristica fundamental
para a ocupacdo com sucesso em habitats diversificados (SPENCER e TEERI, 1994). A
espessura do mesofilo provavelmente contribui para o desenvolvimento da planta devido ao
parénquima clorofiliano permitir através do parénquima palicadico a passagem direta da luz e do
parénquima lacunoso servir para a dispersdo luminosa, o que determina uma absor¢do luminosa
mais uniforme através da folha, melhorando a fotossintese consequentemente (TAIZ e ZEIGER,

2009).
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Todas as espécies de Trichoderma testadas neste trabalho promoveram um aumento
relativo em pelo menos uma das variaveis avaliadas, exceto na espessura da epiderme adaxial e
abaxial da lamina foliolar.

A andlise de crescimento ¢ baseada no fato de que aproximadamente 90% da matéria seca
acumulada pelas plantas ao longo do seu crescimento ¢ resultante da atividade fotossintética
(POPOV et al., 2003). Considerando o trabalho de Popov et al. (2003) ¢ os dados obtidos no
presente estudo, observou-se que ha uma correlagdo proporcional e positiva entre os parametros
analisados (Tabela 8) sugerindo que o tratamento do Phaseolus vulgaris L. com Trichoderma
spp. pode contribuir com um melhor desenvolvimento dos mesmos. Contudo, apesar de ter sido
encontrada uma correlagdo positiva na fase vegetativa no estagio V4 entre area foliar e espessura
do mesofilo, ndo foi encontrada correlacdo entre esses pardmetros nos demais estdgios
analisados.

De acordo com os resultados do presente trabalho, o Trichoderma spp. foi capaz de induzir
o aumento do volume e do comprimento da raiz, auxiliando na absor¢do de nutrientes. Além
disso, foi mostrada uma provavel influéncia de Trichoderma spp. no desenvolvimento do
crescimento secundario do cilindro vascular, em um maior nimero de individuos no estagio V4
(Figura 15) nas plantas tratadas com estes microrganismos, resultando no aumento do didmetro
da raiz. Segundo Gemmell (1981), a iniciagdo e o desenvolvimento de tecidos secundarios
provavelmente sao controlados por fitormonios como a auxina e as citocinas translocadas para a
raiz, ja Nilsson et al. (2008) supdem que a auxina ¢ um fator essencial que regula a formacgao de
tecidos secundarios contribuindo para a formagao de xilema secundario.

A ideia defendida no presente trabalho, de que Trichoderma spp. influéncia no
desenvolvimento de estrutura secundaria acelerando o desenvolvimento da planta ¢ reforgada
pelo registro de relatos na literatura (HOYOS-CARVAIJA, ORDUZ e BISSETT, 2009) de que o
Trichoderma spp. produz analogos de AIA.

Considerando a estrutura anatdmica da raiz analisada no estagio RS (Figura 16) sugere-se
que Trichoderma spp. acelera processos de desenvolvimento de estrutura secundaria no cilindro
vascular e, principalmente, o xilema secundario cujas células possuem paredes lignificadas.

A lignina confere suporte mecanico as plantas e por ser hidrofébica contribui para evitar a
perda de 4gua, além de apresentar importante fun¢do de defesa contra patdgenos e outras formas
de estresses, favorecendo de maneira indireta o crescimento das plantas (MONTIES, 1989;

JUNG, BUXTON e HATFIELD, 1996).
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8. CONCLUSAO

As pesquisas com Trichoderma spp. como agente de controle de doengas em vegetais estdo
mais avangadas quando comparadas ao seu uso como indutor de crescimento. A soma de novas
pesquisas que permitam entender melhor como o Trichoderma spp. contribui para o crescimento
e desenvolvimento de plantas podem colaborar para o seu uso como bioproduto de maneira
segura ¢ mais eficiente no campo. Sendo o feijado comum um dos alimentos mais comuns e
nutritivos do Brasil e de grande importancia econdmica, o seu cultivo ¢ bastante difundido,
colocando-o entre um dos maiores produtores de feijado comum do mundo.

Dentro desse contexto, o trabalho aqui desenvolvido buscou evidéncias para aumentar a
credibilidade do Trichoderma spp. como indutor de crescimento em cultivos de feijdo. Foi
observado, que cada isolado de Trichoderma analisado apresentou reposta satisfatoria ao
crescimento do feijoeiro. Em relagdo aos parametros analisados: area foliar, volume e
comprimento da raiz, massa seca da planta, espessura da epiderme e do mesofilo, houve
diferentes respostas significativas dependendo do isolado e do estagio de desenvolvimento da

planta analisado quando comparado as plantas nao tratadas com Trichoderma spp.

9. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Verificar se os isolados de T. harzianum T22, ALL42 e T. asperellum T34
produzem AlA;

e Verificar a disponibilidade de fosforo na raiz das plantas tratadas com Trichoderma
Spp-;

e Analisar outros parametros anatdmicos quantitativos da lamina foliolar em plantas
tratadas com Trichoderma spp.: densidade estomatica e de tricomas, indice
estomatico, medidas do didmetro polar e equatorial dos estomatos e espessura dos
parénquimas pali¢adico e lacunoso;

e Medir a taxa de clorofila nas folhas de plantas tratadas com Trichoderma spp.;

e Analisar se ha aumento na lignificacdo de raizes nos ultimos estagios de

desenvolvimento do feijoeiro em plantas tratadas com Trichoderma spp.
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11. ANEXOS

Induction of growth on bean (Phaseolus vulgaris L.) by the beneficial fungi Trichoderma

harzianum and Trichoderma asperellum
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Abstract

The present study was carried out to evaluate the effect on anatomic and morphologic aspects of
Phaseolus vulgaris (common bean) after inoculation with fungus of the genus Trichoderma.
Morphological parameters as size of the root, root volume, dry mass and leaf area were analyzed,
such as anatomical parameters like quantitative analysis of the thickness of the mesophyll and
epidermis of the leaf blade, and the alteration of the structural characteristics of the root. The
obtained data suggest that changes occurred in the biomass of the dried plant, leaf area, length
and volume of the root in most of the analyzed stages. However, in thickness of mesophyll
analyses, a significant difference was found only in stages V4 and R7. Among the parameters
analyzed, isolates of T. harzianum ALL42 and T22 was those who shows a bigger difference

when compared with the control.

Keyword: Trichoderma; common bean; leaf; root; growth promotion.
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1. Introduction

Phaseolus vulgaris L., the common bean, is one of the most ancient cultivated crops in
the world. It is of social, economic and dietary importance in many countries, principally in
South America, Africa and Asia (Torres et al., 2009). The bean are important in the Brazilian
diet to be rich in proteins and iron, low in lipids, sodium, rich in vitamin B complex and minerals
foods. Due to its composition beans provides several health benefits is indicated for the
prevention of diseases such as heart disorders, obesity and diabetes (Geil and Anderson, 1994).
In Brazil, beans are grown by both small farmers, who use low technological level in the
production process, as for rural entrepreneurs highly technical in a total area of approximately 4
million hectares with an average yield of 876 kg / ha (IBGE, 2006). However, most of this
production is used to attend to the domestic market. To meet the growing demand in Brazil the
government has imported beans mainly from Argentina and China. The Brazilian Ministry of
Agriculture (CONAB, 2012) estimated for 2011/12 a dry bean production of 3.14 million tons,
with each hectare of planted soil yielding 855 Kg. These values are 8% percent lower than those
obtained for the previous years (2010/2011).This decrease was mainly due diseases, pests and
climatic conditions in some producing regions.

In order to increase productivity levels of the bean in Brazil, new technologies are being
developed and tested. In this sense, our research group has previously worked with the isolation,
identification and characterization of Trichoderma strains isolated from Brazilian Cerrado soil
(Almeida et al., 2007; Lopes et al., 2012; Geraldine et al., 2012; Qualhato et al., 2013).
Trichoderma spp. have been widely studied as a biocontrol agent and are presently marketed as
active ingredients of bio-pesticides, biofertilizers, growth enhancers and stimulants of natural
resistance (Woo et al., 2013). Trichoderma spp. are rhizosphere-competent, being able to
colonize and grow in association with plant shoots and roots as previously described for
cucumber, cotton, maize, tomato, pepper, lettuce, bean and other plants (Vinale et al., 2006).
Plant growth enhancement by Trichoderma strains is as a result of different mechanisms such as
exudation of plant growth regulators, solubilization of phosphates, availability of micronutrient
and minerals such as iron, manganese and magnesium, and production of other metabolites that
have important role in plant growth (Harman et al., 2012). The purpose of current experiment
was to determine the effects of Trichoderma harzianum (T22 and ALL42) and Trichoderma
asperellum (T34) on growth of beans (P. vulgaris L.) under greenhouse conditions. Dry weight,
root volume, root length and leaf area of the plants and some morphological changes on beans

plants were investigated.
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2. Materials and methods

2.1 Fungal preparation

The samples of Trichoderma harzianum (AL42 and T22) and Trichoderma asperellum
(T34) belong to the EMBRAPA-CNPAF culture collection. The Trichoderma species used in
this study were isolated from different agroecosystems of the Brazilian Cerrado, growing mainly
on common beans (Lopes et al. 2012; Geraldine et al., 2013). The microorganisms were
maintained on potato dextrose agar (PDA) plates at 28° C prior to use in the experimental
procedures.

The isolates were cultured in 250 ml Erlenmeyer flasks containing previously autoclaved
(121°C, 40 min) parboiled rice (15 g per flask). The vials were kept in a BOD incubator at 25° C
with a 12-h photoperiod for seven days, to stimulate profuse sporulation. Subsequently, the
colonized rice was carefully washed with autoclaved distilled water to obtain a suspension of
conidia. Conidial densities in the suspension were determined by use of a hemacytometer under a

light microscope.

2.2 Experimental conditions

Beans grains were surface sterilized by immersing in 70 % ethanol for 2 min, washed
several times with sterile distilled water and dried with paper towels. The seeds were then
soaked in 50 ml of a suspension (10’ conidia ml™) of each of the Trichoderma strains (ALL42,
T22 and T34) and incubated 30 min. Control seeds were soaked in an equal volume of distilled
water. Treated and untreated control seeds were directly sown into towers of PVC (25 cm in
diameter X 60 cm long) filled with vermiculite. The towers were placed on a bench in
greenhouse. All tests were repeated once and included three replicates per treatment. The effects
of Trichoderma strains on the growth of beans seedlings were evaluated after 32 days (RS stage)
from sowing. Six beans seedlings from each treatment were removed from towers and planting
mix was gently washed off of the root system.

To determine the unit leaf area meter Area Meter Model LI - 3100 was used. Shoots and
roots were dried 43°C for four days to obtain dry weight determinations. Morphological analysis
of the root system, were performed via WinRhizo Pro 2007 system (Regent Instr. Inc.) coupled

to a professional scanner Epson 10000 XL.
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2.3 Statistical analysis

The treatments were arranged in a randomized complete block design with six seedling
plots with three replicates of each treatment. Data were statistically analyzed using F-test (5%)

and Scott-Knott test (5%).

3. Results and discussion

Table 1. Dry mass of plants (g) of Phaseolus vulgaris L. in relation to treatments. Means followed by the same
letter within the same column do not differ at 5% significance level by the Scott-Knott test.

Dry mass of plants (g)
V2 V4 R5 R7 R8
Control 0,16 b 0,71 ¢ 1,92 ¢ 7,00a 13,22 a
T22 0,25 ab 1,18 ab 2,59 b 9,03a 9,80 ab
ALL42 0,26 a 1,30 a 3,59a 6,92a 1421 a
T34 0,26 a 1,04 b 2,72 b 7,88a 521b
Mean 0,23 1,06 2,70 7,71 10,61
CV% 13,67 8,15 8,26 29,32 24,23

Control: untreated bean plants. T22: T. harzianum; ALL42: T. harzianum; T34: T. asperellum. Stages of
development: V2: the stage where the first leaves appear; V4: the stage where the third trifoliate leaf appears; R5:
Pre-flowering stage; R8: Filling of the pods, R9: Maturation.

Beans are grown in different soil types, but is sensitive to various biotic and abiotic
factors that may limit the development and production of dry beans (Santos and Gavilanes, 2006;
Vieira and Borém, 2006). The association of Trichoderma spp. and common bean reflects the
importance of the symbiosis between plants and microorganisms, which was observed naturally
in the ecosystem and that instigates studies in order to improve the development and growth of
the plants. In this study we observed that beans plants treated with Trichoderma spp. showed an
increase in the final dry mass in most stages analyzed (Table 1). The best results were found
with samples treated with T. harzianum ALL42 where observed an increase of 86 % (stage R5)

when compared to the control. According to Gomes and Paiva (2004), the dry weight of shoots
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indicates the vigor of the plant and dry mass of roots determines the ability of plants to survive
and initial growth in the field. Bae et al. (2009) demonstrate that colonization of seedlings of
cocoa (Theobroma cacao L.) by T. hamatum caused an increase in root and its fresh and dry

weight.

Table 2. Root Volume (cm3) of Phaseolus vulgaris L. in relation to the treatments. Means followed by the same
letter within the same column do not differ at 5% significance level by the Scott-Knott test.

Root Volume (cm3)

V2 V4 RS R7 R8
Control 0,077 b 0,541 b 0,972 be 2,470a 2,790 ab
T22 0,132 a 1,062 a 1,715 a 2,000a 3,290 ab
ALLA42 0,092 b 1,048 a 1,558 ab 2,560a 3,590 a
T34 0,066 b 0,641 b 0,860 ¢ 2,280a 2,390 b
Mean 0,092 0,823 1,276 2,330 2,018
CV% 15,360 12,740 17,930 10,980 19,360

Control: untreated bean plants. T22: T. harzianum; ALL42: T. harzianum; T34: T. asperellum. Stages of
development: V2: the stage where the first leaves appear; V4: the stage where the third trifoliate leaf appears; R5:
Pre-flowering stage; R8: Filling of the pods, R9: Maturation.

As seen in Table 2, beans plants treated with Trichoderma spp. showed an increase in
root volumes in most stages analyzed mainly those treated with isolates of T. harzianum T22.
For example, in the V4 stage an increase of 96 % was observed when compared with the control.
A similar results were observed by Harman (2000) with the isolated of T. harzianum T22 that
promotes an increase in root length and volume in soybean (Glycine max), tomato (Solanum
lycopersicum L.) and corn (Zea mays). Chacoén et al. (2007) showed that tomato plants (Solanum
lycopersicum L.) inoculated with T. harzianum, had their root system colonized by the fungus,
resulting in increased proliferation of roots and consequent increase in fresh weight and air by
leaf. Trichoderma spp. cause changes in root architecture by increasing the surface area
consequently altering the physiology of the plant, resulting in many benefits, such as resistance

to stress water, nitrogen fertilizer uptake, resistance to pathogens and efficiency photosynthetic.
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Table 3. Root length (¢cm) of Phaseolus vulgaris L. in relation to treatments. Means followed by the same letter
within the same column do not differ at 5% significance level by the Scott-Knott test.

Root length (cm)
V2 V4 RS R7 R8

Controle 118,22 b 526,62 b 1088,60 b 922,20 ¢ 1791,30a
T22 178,86 a 1091,67 a 1469,30 ab 1757,60 ab 1512,10a
ALL42 129,87 ab 1067,87 a 1641,60 a 1238,70 be 1999,90a
T34 113,17b 701,46 b 948,10 b 1833,10 a 1527,30a
Mean 139,05 846,90 1286,91 1437,87 1707,63
CV% 17,61 13,16 14,97 14,21 18,31

Control: untreated bean plants. T22: T. harzianum; ALL42: T. harzianum; T34: T. asperellum. Stages of
development: V2: the stage where the first leaves appear; V4: the stage where the third trifoliate leaf appears; R5:
Pre-flowering stage; R8: Filling of the pods, R9: Maturation.

Table 4. Leaf area (cm) of Phaseolus vulgaris L. in relation to treatments. Means followed by the same letter within
the same column do not differ at 5% significance level by the Scott-Knott test.

Leaf area (cm)

V2 V4 RS R7 R8
Control 52,31a 192,31 b 42123 ¢ 1463,11b 1052,09 b
T22 68,15a 32294 a 628,73 ab 2074,06 a 1271,53 ab
ALLA42 57,10a 328,42 a 681,98 a 1332,92 b 1527,90 a
T34 61,52a 375,87 a 530,45 be 1454,50 b 566,48 c
Mean 59,77 304,88 565,60 1458,23 1105,25
CV% 11,32 9,34 8,48 33,92 11,19

Control: untreated bean plants. T22: T. harzianum; ALL42: T. harzianum; T34: T. asperellum. Stages of
development: V2: the stage where the first leaves appear; V4: the stage where the third trifoliate leaf appears; R5:
Pre-flowering stage; R8: Filling of the pods, R9: Maturation.

The results reported in Table 3 describe significant differences in root length of bean

plants treated with Trichoderma spp. in most stages analyzed. According with Saravanakumar et
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al. (2013), T. harzianum is capable of promoting the growth of gray mangrove (Avicennia
marina) by increasing the root length, due to their ability to solubilize nutrients such as
phosphorus. The results obtained in this study corroborate the data obtained by different authors,
since the values described in Table 4 showed that there was significant difference in leaf area in
bean plants treated with Trichoderma spp. in most stages analyzed, especially in the stage RS,
R7 and R8 treated with T. harzianum. The leaf area of a plant is known to be indicative of plant
development, since the photosynthetic process depends on the capture of light energy and its
conversion into chemical energy (Portes et al., 2003). Inbar et al. (1994) working with the isolate
of T. harzianum T203, realized that there was a 96% increase in leaf area of cucumber seedlings
grown in treated substrate, consistent with the results of this work. Carvalho Filho et al. (2008),
working with Trichoderma spp. as growth promoter in seedlings of eucalyptus noticed a growth
shoots inoculation with isolates of T. harzianum, including leaf area. In the same study, it was
observed that isolates of these genus has the potential to control the fungus Cylidrocladium, with
the indirect effect of interference on plant growth. Yedidia et al. (2001) found that cucumber
plants treated with T. harzianum showed a significant increase in leaf area, compared to control.
Work performed by Kleifeld and Chet (1992) with application of Trichoderma spp. showed

significant increases in the percentage of germination, leaf area and the dry weight of plants.

Table 5. Thickness of the adaxial epidermis (mM) cross-section of the leaflet blade of Phaseolus vulgaris L. in
relation to treatments. Means followed by the same letter within the same column do not differ at 5% significance
level by the Scott-Knott test.

Thickness of the adaxial epidermis (um)

V2 V4 R5 R7 RS
Control 41,57a 39,59a 41,32a 39,08a 42.,39a
T22 41,45a 38,94a 39,45a 38,25a 41,36a
ALL42 42,53a 39,86a 39,39a 40,74a 39,35a
T34 41,61a 38,43a 39,53a 39,32a 41,03a
Mean 41,79 39,2 39,92 39,35 41,03
CV% 3,89 4,84 2,7 4,43 2,46

Control: untreated bean plants. T22: T. harzianum; ALL42: T. harzianum; T34: T. asperellum. Stages of
development: V2: the stage where the first leaves appear; V4: the stage where the third trifoliate leaf appears; R5:
Pre-flowering stage; R8: Filling of the pods, R9: Maturation.
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Table 6. Thickness of the abaxial epidermis (um) cross-section of the leaflet blade Phaseolus vulgaris L. in relation
with treatments. Means followed by the same letter within the same column do not differ at 5% significance level by
the Scott-Knott test

Thickness of the abaxial epidermis (pm)

V2 V4 RS R7 R8
Control 39,42a 38,94a 39,73a 39,74a 39,98a
T22 39,46a 39,60a 42,58a 39,59a 40,87a
ALL42 39,05a 38,43a 39,51a 39,18a 41,56a
T34 39,89a 39,86a 38,86a 39,30a 40,49a
Mean 39,45 40,45 40,17 39,45 40,72
CV% 5,12 4,61 6,39 2,84 4,32

Control: untreated bean plants. T22: T. harzianum; ALL42: T. harzianum; T34: T. asperellum. Stages of
development: V2: the stage where the first leaves appear; V4: the stage where the third trifoliate leaf appears; R5:
Pre-flowering stage; R8: Filling of the pods, R9: Maturation.

Table 7. Mesophyll thickness (um) cross-section of the leaflet blade Phaseolus vulgaris L. in relation with
treatments. Means followed by the same letter within the same column do not differ at 5% significance level by the
Scott-Knott test

Mesophyll thickness (nm)

V2 V4 RS R7 R8
Control 342,48a 256,40 b 369,90a 330,92 b 287,53a
T22 377,77a 374,56 a 353,11a 324,23 ab 281,63a
ALLA42 363,28a 334,21 a 325,20a 406,89 a 286,01a
T34 346,38a 351,30 a 346,32a 310,63 b 267,39a
Means 357,47 329,11 348,63 343,17 280,64
CV% 9,14 6,46 11,39 9,76 15,44

Control: untreated bean plants. T22: T. harzianum; ALL42: T. harzianum; T34: T. asperellum. Stages of
development: V2: the stage where the first leaves appear; V4: the stage where the third trifoliate leaf
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Regarding the thickness of the adaxial and abaxial epidermis of the leaflet blade no
significant difference in treatments were observe (Tables 5 and 6). The thickness of the
mesophyll higher values in plants treated with Trichoderma spp. stages in V2, V4 and R7, but
was only significant at 1% and 5% in V4 in R7 where there was a difference between means.
The highest average was presented by T. harzianum T22 in V4 showing 46% increase in the
thickness of mesophyll compared to control (Table 7). In studies conducted by McClendon
(1962) and Jurik (1986) demonstrated that there is a close correlation between photosynthetic
capacity and leaf thickness. A variety of environmental factors can cause changes in the
structural and functional characteristics of the leaves, causing alterations in the pattern of growth
and production plants (Bjorkman, 1981).

Silva et al., (1988) observed that the arrangement of the constituent tissues of the
mesophyll, palisade and spongy parenchyma was not modified by available radiation resulting
from the cultivation system used in coffee plants (Coffea arabica L.), however, thicknesses of
these tissues and leaf blade were increased in the presence of higher levels of radiation than
under shade, reporting the influence of environment on the growth of bean plants. Alves et al.,
found a reduction in the thickness of the mesophyle of leaves of Eugenia uniflora L. (Myrtaceae)
in urban areas compared to rural surroundings, indicating an adaptive environment which has
high concentrations of toxic gases strategy. However, there is no data in the literature to the
present work no quantitative analysis of the thickness of the mesophyll and epidermis of the leaf

blade in bean plants treated with Trichoderma.
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