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RESUMO - A agricultura irrigada é a principal responsavel pelo consumo de
agua no Brasil e no mundo. No Brasil, a irrigagéo é caracterizada por ter baixos
niveis tecnoldgicos, o que resulta em grande desperdicio de agua nesse setor.
Visando a economia e a mitigagdo do uso de agua na agricultura, este trabalho
teve como objetivo selecionar isolados do género Trichoderma spp. tolerante a
seca e com capacidade de promover o crescimento das plantas de milho em
condigcbes de estresse hidrico. Dezesseis isolados de Trichoderma spp. foram
selecionadas a partir de amostras de solo rizosférico coletadas no bioma
Caatinga. Testes foram realizados para avaliar o potencial de competitividade
de isolados de Trichoderma spp. em solo sem atividade de agua, bem como
seu potencial de crescimento sob estresse salino e seca. Foi realizado um
bioensaio em casa de vegetacdo para sele¢géo de espécies com potencial para
promover o crescimento de plantas de milho sob estresse hidrico. Foram
selecionados quatro isolados de Trichoderma spp. com o potencial de
promover o crescimento das plantas de milho e de mitigar o efeito da seca
sobre as plantas. Este estudo mostra que o fungo Trichoderma spp. pode
induzir os mecanismos de resisténcia da seca sobre as plantas de milho, bem

como promover seu crescimento.
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ABSTRACT - Irrigated agriculture is the main responsible for water consumption in

Brazil and the world. In Brazil, irrigation is characterized by low levels of technology,
which results in a great waste of water in this sector. Aiming at saving and mitigating
the use of water in agriculture, this work aimed to select isolated of the genus
Trichoderma spp. tolerant to drought and with the capacity to promote the growth of
maize plants in conditions of water stress. Sixteen isolates of Trichoderma spp. were
selected from rhizospheric soil samples collected in the Caatinga biome. Tests were
performed to evaluate the potential for the competitiveness of Trichoderma spp.
isolated in soil without water activity, as well as their potential for growth under saline
and dry stress. A bioassay was carried out in a greenhouse condition to select species
with the potential to promote the growth of maize plants under water stress. Four
isolates of Trichoderma spp. were selected with the potential to promote the growth of
maize plants and to mitigate the effect of drought on the plants. This study shows that
the fungus Trichoderma spp. can induce drought resistance mechanisms on maize

plants, as well as promote their growth.
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1 INTRODUGAO

A agua € o bem mais precioso da humanidade e é imprescindivel para diversas
atividades humanas no meio urbano, nas industrias e principalmente no setor de
producao agricola. A agricultura € um dos principais setores econbmicos da
atualidade, um setor que vem passando por uma alta taxa de crescimento buscando
cada vez mais o aumento da produtividade em decorréncia do aumento na demanda
de alimentos no mundo. Consequientemente eleva-se o uso de recursos hidricos para
a manutencgao das lavouras, (FERNANDES, 2008). De acordo com as Nagdes Unidas
para Agricultura e Alimentagcdo - FAO, de toda agua consumida no planeta, 70% é
destinada ao setor agricola. Além disso, as ag¢des antropicas provocam alteragdes
climaticas, influenciando os ciclos de chuva, que acabam por dificultar o
abastecimento e a disponibilidade de agua (MENDELSOHN et al., 2016). Assim, a
pratica de irrigacdo acaba por se tornar indispensavel na agricultura. Em paises
subdesenvolvidos a taxa de consumo de agua € maior, no Brasil, esse consumo chega
a 72%, devido ao baixo desenvolvimento tecnolégico direcionado para area de
irrigacdo, a grande abundancia de recursos hidricos e o grande desperdicio de agua
nesse setor (FAO, 2011).



No Brasil a irrigagdo em areas plantadas tem sido um fator essencial para o

cultivo nas lavouras. As regides Aridas e o Semiaridas, como o Bioma Caatinga, sao
submetidas a um cenario de escassez de agua onde as chuvas sdo escassas e com
distribui¢ao irregular, produzindo fortes periodos de estiagem e eventos de enchentes.
E também nas regides Semiaridas que ocorre fluxos elevados de evapotranspiragdo
que acentuam o déficit hidrico em periodos sem chuvas, tornando o uso da irrigagao
na pratica agricola inevitavel nessas regides (GIULIETTE et al., 2006; KAVAMURA et
al., 2013).

Devido a grande importancia econémica da agricultura, a forma de gerenciar e
reduzir o uso da agua neste setor, sem diminuir a produtividade, tem sido a pergunta
de pesquisadores e inumeros lideres de governos nos ultimos anos.

Em busca de alternativas, o uso de microrganismos com capacidade em
reduzir os efeitos do estresse hidrico, além de proporcionar maior rentabilidade das
culturas agricolas sdo de grande importancia (KAVAMURA et al, 2013), sendo
capazes de promover o crescimento de plantas e de atuarem como agentes de
biocontrole. Fungos do género Trichoderma exercem efeitos benéficos em muitas
culturas em termos de melhoria e produtividade do solo, auxiliando na absorgao de
nutrientes para a planta e estimula a defesa da planta contra estresse abi6tico, como
salinidade e seca (HERMOSA et al.,, 2012; MENDOZA-MENDOZA et al., 2017).
Portanto, n6s buscamos selecionar isolados do género Trichoderma spp. provenientes
de solos de plantas do Bioma Caatinga, tolerantes a seca e com capacidade de

promover o crescimento das plantas de milho em condi¢des de estresse hidrico.

2 MATERIAL E METODOS

Material de estudo e obtencéo dos isolados de Trichoderma

Os isolados de Trichoderma spp. foram obtidos de solos rizosféricos
provenientes de duas plantas do bioma Caatinga, a Neoglaziovia variegata (Caroa) e
Tripogon spicatus. Para o isolamento dos isolados de Trichoderma spp. foi utilizada a
técnica de diluicdo seriada, no qual 10 g de solo rizosférico de cada planta foram
homogeneizados em Erlenmeyers contendo 90 mL de solugéo salina (NaCl 0,85 %).
As diluicdes de 10" a 10 foram preparadas e aliquotas de 100uL de cada suspensé&o
foram semeadas em placas de Petri contendo meio Trichoderma selective medium
(TSM) seletivo para Trichoderma (ELAD et al., 1981). Trés placas foram preparadas

por suspensdo. Colbnias com caracteristicas morfoldgicas de Trichoderma foram
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transferidas para o meio de cultivo BDA (Batata Dextrose Agar) até obtencdo de uma

cultura monospérica. As culturas puras foram preservadas em agua destilada

esterilizada, pelo método de Castellani.

Teste de competitividade dos isolados de Trichoderma spp. no solo em meio com

reduzida atividade de agua

O potencial competitivo no solo dos isolados de Trichoderma spp. foi avaliado
em dois solos de origens distintas: solo da area experimental da Embrapa Meio
Ambiente e solo coletado no bioma Caatinga, na presenga de 50 % e 75 % de sorbitol.
O experimento foi conduzido com 16 isolados de Trichoderma spp. € um controle (sem
a presenca de Trichoderma), dois tipos de solo e dois tratamentos envolvendo sorbitol
(nas concentracbes de 50% e 75%). Um total de 68 tratamentos foi avaliado com
quatro repeticdes cada, sendo cada repeticdo uma placa de Petri. Os isolados foram
crescidos em meio BDA a 25 + 2 °C por sete dias. Foi preparado meio de cultura de
BDA + sorbitol, autoclavado a 120°C por 20 min e deixado em repouso até atingir uma
temperatura antes da solidificagdo. A cada 1.000 mL do meio de cultura foi adicionado
1 % de solo, homogeneizado e em seguida dispostos em placas de Petri de 90 mm.
Os dois solos foram adicionados em meios de cultura preparados separadamente.
Apods a solidificagao, trés discos de 8,0 mm de didmetro dos isolados previamente
crescidos foram ftransferidos para as placas contendo o solo. As placas foram
incubadas a 28°C por sete dias. Para o tratamento controle foi transferido discos de
BDA puro, sem propagulos do fungo Trichoderma. O potencial competitivo foi avaliado
pelo desenvolvimento pelos autores do trabalho de uma escala de notas, com valores
de 1 a 5, onde: 1- Trichoderma cresce por toda a placa sem o crescimento de outros
microrganismos; 2- Trichoderma cresce em 3/4 da placa, na presenca de outros
microrganismos; 3- Trichoderma e outros microrganismos crescem igualmente na
placa; 4- Microrganismos crescem em 3/4 da placa, com presenca do Trichoderma; 5-
Microrganismos crescem por toda a placa sem a presenca de Trichoderma. Os
resultados foram qualitativos, considerando apenas a escala de notas. Os isolados de
Trichoderma spp. que apresentaram as notas 1 e 2 foram selecionados para a préxima

etapa.

Crescimento de Trichoderma spp. na presenca de cloreto de sddio e sorbitol.

Os isolados de Trichoderma spp. foram avaliados quanto ao crescimento em

meio de cultura BDA contendo cloreto de sddio (NaCl) nas concentragées de 0,5 %,
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1,0 %, 2,0 % e 3,0 % e sorbitol na concentragcao de 50%. O tratamento controle foi

preparado sem adicao de cloreto de sédio ao meio de cultura. Os isolados foram
previamente crescidos em meio BDA por sete dias a 25+ 2 °C. Apds esse periodo, um
disco de 8 mm contendo col6nia do fungo foi depositado no centro de uma placa de
Petri (90 mm) e incubados a 25+ 2 °C por 15 dias. A avaliagao foi feita a cada dois

dias, medindo o crescimento micelial radial do fungo em centimetros.

Selecao de Trichoderma spp. com potencial em mitigar o estresse hidrico e promover

o crescimento em plantas de milho.

O ensaio foi realizado em casa de vegetagcdo situada na Embrapa Meio
Ambiente, Jaguariuna. Foram utilizados vasos com capacidade de 500 mL contendo
solo da area experimental da Embrapa Meio Ambiente. Os seis isolados de
Trichoderma spp. avaliados no experimento foram selecionados de acordo com o teste
de competitividade em meio com baixa atividade de agua. O experimento foi em Bloco
Inteiramente Casualizado, com sete tratamentos, sendo seis isolados de Trichoderma
spp. € um controle (sem a presenga de Trichoderma). Os isolados de Trichoderma
spp. avaliados foram crescidos em meio BDA. Foi preparada uma suspensao de 108
conidios/mL, com os isolados T2, T7, T9, T10, T11 e T12. Para o tratamento controle,
as sementes foram imersas apenas em agua destilada. Apds o preparo da suspensao,
foi realizada a microbiolizacao das sementes de milho (Zea mays), de modo que as
sementes foram imersas nas suspensdes de conidios de Trichoderma spp. por 1 hora.
Cada tratamento foi realizado separadamente, sendo o tratamento controle apenas
com agua destilada.

O experimento foi realizado com oito repetigbes por tratamento, no qual 10
sementes de milho foram plantadas por vaso. Apds o crescimento inicial das plantas
de milho, foram mantidas 5 plantas por vaso. O fornecimento de agua nos 15 primeiros
dias foi de 80 % da capacidade de campo, em seguida, a capacidade de campo foi
reduzida até 30 % e foram observados os tratamentos que toleraram a escassez de
agua. Na avaliagéo, plantas com folhas amareladas e murchas foram consideradas
nao tolerantes a seca. O experimento foi analisado diariamente para esses sintomas
apos o inicio do estresse hidrico.

Apods 30 dias, no final do experimento, foi avaliada a altura das plantas (cm),
com auxilio de uma fita métrica e o peso fresco e para o seco da parte aérea (g). Para
a analise do peso seco fresco, as plantas foram pesadas imediatamente apds serem

retiradas do solo, com auxilio de uma balanga analitica. Para o peso seco da parte
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aérea, as plantas de milho foram secas em estufa em uma temperatura constante de

50°C por uma semana ou até atingir um peso constante.

Para a analise enzimatica hidrolitica peroxidase (PO), a coleta das folhas do
milho foi realizada durante o periodo de maior estresse hidrico (30 % da capacidade
de campo). Durante a coleta das folhas as amostras foram mantidas em baixa
temperatura e posteriormente congeladas no ultrafreezer (-80 °C) até preparo dos
extratos vegetais.

Para o preparo dos extratos vegetais, as amostras foram pesadas
separadamente (0,5 — 0,9 g) e trituradas em almofariz com nitrogénio liquido. Apos
esse processo, adicionou-se 6ml de solugcdo tampéo fosfato de sdédio 50 mM, pH 6,5
com polivinilpirrolidona 1 % (p/v) e fluoreto de fenilmetilsulfonila 1 mM (PMSF). O
extrato foi centrifugado a 2000 rpm, a 4°C por 20 minutos, e o sobrenadante foi
coletado para analise das enzimas. A atividade de PO foi determinada pela reacao de
30 pLdo o extrato em 90 pL de tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L' (pH 6,5), 90 uL de
peroxido de hidrogénio 3 mmol L' e 90 yL guaiacol 15 mmol L, com leitura de
absorbancia a 470 nm, de acordo com Hammerschmidt et al.(1982). Os resultados
foram expressos em unidades de PO. mg™ tcido min™' conforme Halfeld-Vieira et al.
(2006).

Analise estatistica dos dados gerados

Todos os testes e tratamentos foram realizados com repeticoes e os valores
foram expressos pela média entre elas. Para o teste de competitividade foi feita uma
analise qualitativa dos dados, atribuidos pela nota da escala desenvolvida pelos
autores. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e a analise
de variancia One-Way Anova. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Todas as analises foram realizadas no software R Studio, pelo
pacote Agricolae.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento de Trichoderma spp.

Foram obtidos um total de 16 Trichoderma spp., sendo que sete foram isolados do

solo rizosférico do caroa e nove do solo rizosférico do tripogon. Considerando o



isolamento nos dois solos rizosféricos, trés isolados de Trichoderma (T9, T10 e T12)

cresceram no meio com 75 % de sorbitol, ou seja, quase nenhuma atividade de agua e
13 isolados (T1, T2, T3, T4, T6, T7, T8, T9, T10, T11, T12, T13, T16) apresentaram

desenvolvimento em meio com 50 % de sorbitol.

Teste de competitividade dos isolados de Trichoderma spp. no solo com sorbitol.

Foram avaliados a competitividade dos 16 isolados de Trichoderma spp. em dois solos
de origens diferentes e os resultados das notas atribuidas estdo apresentados na
Tabela 1. Seis cepas de isolados Trichoderma spp. apresentaram-se como
competitivos nos dois solos, nas duas concentragdes de sorbitol, de acordo com as
notas 1 e 2 da escala de notas de competitividade (Figura 1). Os outros dez isolados
nao apresentaram potencial competitivo no solo, dessa forma, nao foram
selecionados. Os seis isolados de Trichoderma spp. foram selecionadas para os
préximos experimentos. Esse género fungico age por diferentes mecanismos de agao
no solo, dentre eles a competicdo por nichos (HARMAN, 2006). Essa competicao
representa uma disputa por espago fisico e nutriente. Altomare et al. (1999) relataram
a possibilidade de um isolado de Trichoderma (T-22) com alta eficiéncia competitiva no
solo. Além disso, fungos do género Trichoderma podem interferir na acdo de outros
mecanismos por meio da antibiose, que quando o microrganismo inibe a acdo de outro
microrganismo pela produgdo de metabdlitos secundarios e antibidticos volateis e néo-

volateis (Harman, 2000).

Tabela 1. Notas atribuidas aos isolados de Trichoderma spp. no teste de competitividade em

dois solos rizosféricos com adi¢ao de sorbitol.
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Figura 1. Teste de competitividade em meio com baixa atividade de agua com o isolado de
Trichoderma sp com adicdo de 50% e 75% de sorbitol. T12. (A) Controle- 50% sorbitol, (B)
Controle- 75% de sorbitol, (C) T12- 50% de sorbitol e (D) T12- 75% de sorbitol.

Crescimento de Trichoderma spp. na presenca de cloreto de sddio e sorbitol.

Os resultados observados quanto ao estresse salino mostraram que os

isolados apresentaram crescimento micelial significativamente diferente quando



avaliados na mesma concentragcao de NaCl (0,5 M e 1,0 M). Em contrapartida, quando

observado cada isolado em relagcao ao meio sem NaCl (tratamento controle), apenas o
isolado T10 apresentou um crescimento micelial similar para 0,5 M e 1,0 M, e os
isolados T9, T11 e T12 para 0,5 M. Nas concentracbes 2,0 e 3,0 M ndo houve
crescimento de isolados de Trichoderma spp. (Tabela 2). Mastouri et al. (2010)
observaram que o tratamento de sementes com o isolado T-22 (Trichoderma
harzianum) submetidas ao estresse salino, aumentou a germinacdo da semente e

restaurou o vigor das mudas sob diferentes niveis de estresse salino.

Tabela 2. Crescimento micelial dos isolados de Trichoderma spp. em diferentes concentragbes
de NaCla.

Crescimento micelial (cm)

Tratamentos
Controle NaCl0,5M NaCl1,0 M NaCl2,0M NaCl3,0M

T2 3,88+0,36aA 3,15+0,08 cB 2,54 + 0,23 abC 0D 0D
T7 4,01+0,12aA 3,21+0,10 bcB 1,86+ 0,11 bC oD 0D
T9 4,03+0,01aA 4,16 +0,40 aA 1,91+ 0,02 bB ocC 0ocC
T10 4,05+0,02aA 3,96+0,04abA 3,30+£0,79 aA 0B 0B
T11 4,05+0,02aA 4,21+0,05aA 3,03+0,48 aB ocC 0ocC
T12 3,23+0,01 bA 3,44 +£0,57 abcA 2,42+ 0,07 abB ocC 0ocC
C.V (%) 4,03 7,93 15,66 NA NA

Selecao de Trichoderma spp. com potencial em mitigar o estresse hidrico e promover

o crescimento em plantas de milho

O ensaio mostrou o efeito dos isolados de Trichoderma spp. no
desenvolvimento das plantas de milho submetidas ao estresse hidrico continuo. As
plantas apresentaram sintomas de estresse apds 24 horas nas condigbes de défcit de
agua (30 % da capacidade de campo). Trés isolados de Trichoderma spp. (T9, T10 e
T12) foram capazes de mitigar os efeitos da seca apds 72h, ou seja, as plantas nao

apresentaram coloragdo amarelada nas folhas e nem murchas constantes.



Quatro isolados mostraram-se significativamente diferentes quanto a altura das

plantas apds exposi¢cao continua ao estresse hidrico, T9, T10, T11 e T12 (Figura 3).
Portanto, os isolados de T9, T10 e T12 foram capazes tanto de auxiliar as plantas
quando submetidas ao periodo de seca extrema quanto, foram capazes de promover o
crescimento da parte aérea das mesmas. Alguns fatores exercidos por cepas de
Trichoderma auxiliam esse fungo a promover o crescimento em plantas, tais como a
producdo de horménios de crescimento, solubilizagdo de nutrientes e controle de
microrganismos patogénicos (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009; HOYOS-
CARVAJAL et al., 2009). Isso se deve ao fato desses fungos apresentarem
capacidade de colonizar e crescer em associacdo com as raizes de plantas
(HARMAN, 2006; HARMAN et al., 2004).
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Figura 3. Foto das plantas de milho, tratamentos (Cont.) controle e (T9)Trichoderma spp. sob
estresse hidrico. Média da altura das plantas de milho apds o estresse hidrico. Letras distintas
diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

A microbiolizacdo de sementes de milho com isolados de Trichoderma spp.
aumentou o peso foliar das plantas de milho expostas ao estresse hidrico quando
comparadas ao controle. Foram observadas diferencas significativas no peso fresco
quando comparado ao controle (sem Trichoderma). O isolado que melhor apresentou
resultado significativo foi o T9, tanto para peso fresco como para o peso seco (Figura
4). Ao avaliar a quantidade de agua presente na parte aérea das plantas de milho, por
meio da diferenga entre o peso fresco e 0 peso seco das plantas, os seis isolados de
Trichoderma mostraram-se capazes de disponibilizar maior quantidade de agua para a
planta quando comparado ao controle. O isolado T9 apresentou 86 % de agua na
parte aérea, seguido por T12 (85 %), T10 e T11 (83 %), T7 (78 %), T2 (74 %) e
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controle (66 %). Esse valor foi mensurado em comparacao com a perda de agua das

plantas do tratamento controle.

Ao colonizar a raiz da planta, esse fungo tem a capacidade de produzir
horménios que ajudam as plantas a desenvolver seu sistema radicular, auxiliando em
sua nutricdo (AGUIAR et al., 2015). Fungos do género Trichoderma sao capazes de

crescer rapidamente por todo sistema radicular, caracteristica fundamental para sua
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interferéncia no crescimento e produtividade das culturas (HARMAN, 2000;
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Figura 4. Média da massa de matéria fresca e seca da parte aérea das plantas de milho apds o
estresse hidrico. Letras distintas diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05)

Os resultados apresentados na Figura 5 mostraram que houve diferenga
significativa entre os tratamentos avaliados e que o isolado T10 foi capaz de induzir a
expressao da enzima peroxidase significativamente diferentemente do controle. O
mesmo isolado de Trichoderma sp. (T10) promoveu o crescimento da planta e ajudou
a planta a sobreviver em um periodo com pouca atividade de agua. As peroxidases
sdo enzimas antioxidantes responsavel por ser a primeira linha de defesa da planta
quando submetidas a estresse oxidativos, como estresse hidrico e salino (GILL;
TUTEJA, 2010).

Os isolados que apresentaram resultados promissores nos experimentos serao

identificados por taxonomia polifasica para determinacao das espécies.
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Figura 5. Média da atividade da enzima PO das plantas de milho apds o estresse hidrico.
Letras distintas diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). Mostrando
que o isolado T10 induziu a expressao da enzima peroxidase.

4 CONCLUSAO

Os isolados de Trichoderma spp. foram capazes de crescer em meio com baixa
atividade de agua, ao estresse salino e sdo competitivos no solo sob condi¢cdes de
seca. Os isolados T9, T10, T11 e T12 mostraram-se como promotores de crescimento
de planta uma vez que aumentaram significativamente a altura da planta e o peso
fresco da mesma. Alem disso, os isolados T9, T10 e T12 protegeram a planta de milho
sob estresse hidrico, sendo espécies capazes de mitigar o efeito da seca, de acordo

com os sintomas de amarelamento da folha e murcha.
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