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RESUMO

O excesso de aluminio € uma condicao estressante frequentemente presente em
solos acidos e que afeta o crescimento e a produtividade vegetal. O objetivo do
presente estudo foi avaliar as respostas de crescimento e as alteragdes bioquimicas
em plantas de milho inoculadas com Trichoderma asperelloides e expostas ao
aluminio. Sementes de milho foram germinadas e, em seguida, transplantadas para
vasos contendo areia lavada e autoclavada. Na semeadura, a inoculacao foi realizada,
separadamente, com os isolados T01, TO2, T74, T76 ou T96 de T. asperelloides. Apds
apresentarem duas folhas definitivas, as plantas foram expostas a niveis crescentes
de cloreto de aluminio (0, 50, 100, 150 e 200 uM de AICI3). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x 5 + 1, sendo cinco
niveis de AICIs, cinco isolados fungicos e um controle absoluto (planta ndo inoculada).
As plantas de milho inoculadas com isolados de T. asperelloides apresentaram
alteracfes significativas na taxa de crescimento absoluto, comprimento das raizes,
massa seca da parte aérea, raizes e total e na relacdo entre a massa seca da parte
aérea e das raizes em resposta aos niveis crescentes de aluminio. Além disso, houve
reducao significativa no teor de clorofilas (a, b e total) e aumento na concentracéo de
carotenoides e antocianinas nas plantas inoculadas com T. asperelloides e expostas
ao aluminio. Em relacdo as plantas ndo inoculadas e ndo expostas ao aluminio, as
plantas inoculadas com T. asperelloides apresentaram aumento nos parametros
relacionados com o crescimento, no teor de pigmentos fotossintéticos e nos solutos
inorganicos, com destaque para as plantas inoculadas com os isolados TO1 ou T02.
Houve incremento significativo na concentracdo de amino&cidos soluveis totais,
prolina livre e carboidratos sollveis totais nas plantas inoculadas em resposta ao
aluminio. O teor de proteinas sollveis, amido e de nitrogénio total foi superior nas
plantas inoculadas, principalmente quando os isolados TOl, T76 e T96 foram
utilizados. Conclui-se que o uso de T. asperelloides alivia os efeitos negativos do

estresse por aluminio em plantas de milho.

Palavra-chave: Estresses abioticos, biomassa, clorofila, osmadlitos.



ABSTRACT

The excess of aluminum is a stressful condition often present in acidic soils and affects
plant growth and yield. The objective of the present study was to evaluate the growth
responses and biochemical alterations in maize plants inoculated with T. asperelloides
and exposed to aluminum. Maize seeds were germinated and then transferred to pots
containing washed and autoclaved sand. At sowing, inoculation was carried out
separately with the isolates TO1, TO2, T74, T76 or T96 of T. asperelloides. After
presenting two definitive leaves, plants were exposed to increasing levels of aluminum
chloride (0, 50, 100, 150 and 200 uM AICls). The experimental design was completely
randomized ina5 x 5 + 1 factorial scheme, being five levels of AICl3, five fungal isolates
and one absolute control (uninoculated plant). Maize plants inoculated with T.
asperelloides isolates showed significant changes in absolute growth rate, root length,
shoot, root and total dry weight and in relation to shoot and root dry weight in response
to increasing levels of aluminum. In addition, there was a significant reduction in
chlorophyll content (a, b and total) and an increase in carotenoid and anthocyanin
concentration in plants inoculated with T. asperelloides and exposed to aluminum. In
relation to plants not inoculated and not exposed to aluminum, plants inoculated with
T. asperelloides showed increase in growth-related parameters, in photosynthetic
pigment content and in inorganic solutes, especially those inoculated with isolates TO1
or TO2. There was a significant increase in the concentration of total soluble amino
acids, free proline and total soluble carbohydrates in inoculated plants in response to
aluminum. Soluble protein, starch and total nitrogen content was higher in inoculated
plants, especially when isolates TO1, T76 and T96 were used. It was concluded that T.
asperelloides resulted in positive effects on growth and in photosynthetic pigment
contents in maize plants submitted to aluminum stress, especially when isolates TO1
or TO2 were used. It is concluded that the use of T. asperelloides relieves the negative

effects of aluminum stress on maize plants.

Keywords: Abiotic stresses, biomass, chlorophyll, osmolytes.
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1. INTRODUGCAO GERAL

As espécies vegetais sao frequentemente expostas a situacdes de estresses
abidticos, tais como altas e baixas temperaturas, excesso de luz, metais pesados,
seca e salinidade, que causam enormes prejuizos socioecondmicos, ambientais e
podem causar perdas a producédo agricola em todo o mundo (KOLLIST et al., 2019).
Segundo Zhu (2016), os estresses abidticos causam disturbios fisiologicos e
metabodlicos que influenciam negativamente o crescimento e produtividade de
inmeras culturas agronomicamente importantes. O excesso de aluminio € um tipo de
estresse abidtico que provoca grande restricdo para a producao agricola em todo o
mundo, especialmente em solos acidos (CHOUDHURY; SHARMA, 2014; YUSUF et
al., 2016; MUHAMMAD et al., 2019). O aluminio (Al) € um dos componentes integrais
da fracdo mineral do solo, sendo a forma monomeérica (Al*3), predominante e soltvel
em solos com pH entre 5,0 e 7,0 (SCHMITT et al., 2016; SINGH et al., 2017; ZIOLA-
FRANKOWSKA; FRANKOWSKI, 2018).

A forma monomérica (Al*3) é considerada fitotoxica para as espécies vegetais
e seu excesso provoca alteracbes morfofisioldgicas, principalmente no sistema
radicular (KOCHIAN et al., 2015). A toxicidade ao aluminio altera, primariamente, a
estrutura e funcionamento do sistema radicular devido ao aumento significativo na
rigidez da parede celular, rapida supressdo da divisdo celular, reducdo no
alongamento dos pelos radiculares, diminuicado na taxa de absor¢ao e transporte intra-
e intercelular de nutrientes e agua (CHOUDHURY; SHARMA, 2014; HE et al., 2019).
Segundo Muhammad et al. (2019), o excesso de aluminio leva a deficiéncia de fosforo,
calcio e magnésio, importantes nutrientes minerais, e induz o aumento dos niveis de
manganés para faixa de toxicidade. Além de alterar o sistema radicular, niveis toxicos
de aluminio reduzem a taxa fotossintética uma vez que altera a arquitetura dos
cloroplastos e reduz o transporte de elétrons no fotossistema Il (SINGH et al., 2017).

Na busca de aumentar a produtividade de espécies agricolas em situacdes de
estresse tem se buscado, através de programas de melhoramento vegetal, a producao
de espécies vegetais com tolerdncia a um dado estresse especifico e,
conseqguentemente, a introducdo destas novas espécies para o cultivo em larga escala
(MUNNS; GILLIHAM, 2015). Entretanto, a producao de espécies mais tolerantes é um
processo dispendioso e demorado, uma vez que ocasiona elevados custos gerando

muitas despesas e ainda demanda muito tempo. Uma técnica inovadora que tem

18



atraido a atenc&o nos ultimos anos € o uso de microrganismos benéficos para induzir
a resisténcia das plantas aos estresses abioticos e esta abordagem tem se mostrado,
portanto, uma alternativa promissora para mitigar as situagdes estressantes e garantir
o crescimento e a produtividade vegetal (LOPEZ-BUCIO et al., 2015; FIGUEIREDO et
al., 2016; VENTURI; KEEL, 2016; ZHANG et al., 2016).

Pesquisas sobre a interacdo entre plantas e microrganismos benéficos em
condicOes de estresse estdo sendo desenvolvidas e resultados promissores ja foram
relatados. Estas pesquisam focam, principalmente, as interacdes de plantas com
rizébios (GOMEZ-PADILLA et al., 2016; MORAES et al., 2016), bactérias promotoras
do crescimento de plantas (ORHAN, 2016; PANHWAR et al.,, 2017) e micorrizas
(ROUPHAEL et al., 2015; SANTANDER et al.,, 2017) em condicOes estressantes.
Poucos sdo os estudos avaliando a interacdo entre plantas e fungos promotores do
crescimento de plantas (FPCP). FPCP sao fungos de vida livre que possuem a
capacidade de estimular o sistema de defesa vegetal para suprimir o ataque de
fitopatdgenos e promovem o crescimento a medida que melhora a absorcao de agua
e nutrientes pelas plantas (LOPEZ-BUCIO et al., 2015; VENTURI; KEEL, 2016).
Dentre os géneros de FPCP descritos, destacam-se Phoma e Trichoderma.

Trichoderma é um FPCP que tem sido largamente utilizado em formulacfes
comerciais por estimular o crescimento vegetal e atuar como controle biolégico de
fitopatdgenos, com destaque para Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani (LOPEZ-
BUCIO et al., 2015; FIGUEIREDO et al., 2016). Trichoderma pode atuar direta ou
indiretamente contra fitopatdégenos (VOS et al., 2015; ZHANG et al., 2016). De forma
direta, Trichoderma exerce micoparasitismo, produz enzimas liticas de parede celular
(amilase e celulase, p. ex.) ou libera compostos antimicrobianos (HERMOSA et al.,
2013; VOS et al., 2015). Indiretamente, as espécies de Trichoderma competem por
nutrientes e espagco com outros microrganismos, modificam as condicdes da rizosfera,
promovem o crescimento vegetal através da liberacdo de fitorménios e induzem as
vias de defesa sistémica nas espécies vegetais (ZHANG et al., 2016).

Tem sido relatado que espécies de Trichoderma séo eficientes em aliviar 0os
efeitos adversos de estresses, e muito tem sido relatado principalmente com estresse
salino nas espécies vegetais. Por exemplo, plantas de Arabidopsis inoculadas com T.
virens ou T. atroviride (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2014), de arroz e milho
(YASMEEN; SIDDIQUI, 2018) e de pepino inoculadas com T. asperellum (ZHAO;
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ZHANG, 2015) apresentam estimulo no crescimento vegetativo e aumento da
tolerancia ao estresse salino e estas respostas parecem estar relacionadas com o
incremento no sistema radicular em uma modulac&o positiva nos niveis de fitorménios,
principalmente de &acido indol-3-acético e etileno, induzida por estes fungos. Em
plantas de trigo inoculadas com T. longibrachiatum, o incremento na toleréncia ao
estresse salino foi relacionado com o aumento nos niveis de prolina e na atividade e
expressao génica de enzimas do sistema de defesa antioxidativo (ZHANG et al.,
2016). Em contraste, plantas de tomate inoculadas com T. harzianum e
suplementadas com NPK ndo responderam positivamente quando expostas a
salinidade (RUBIO et al., 2017).

Embora as respostas das plantas interagindo com Trichoderma em condi¢des
de estresse salino bem como outros sejam relatadas na literatura, mesmo com alguns
resultados contrastantes, os estudos com interagao planta-Trichoderma em condicdes
de estresse por aluminio sdo escassos. Como ja ressaltado, as interacdes planta-
microrganismo sao fundamentais para promover a sanidade e produtividade vegetal
em situagcOes normais e estressantes (SOUZA et al., 2015).

Considerando a importancia socioecondmica das plantas de milho, os efeitos
benéficos de espécies de Trichoderma para as espécies vegetais e ainda a
necessidade de elucidar mecanismos envolvidos com a resposta aos estresses
abiodticos, principalmente relacionados ao estresse por aluminio, o presente estudo
tem por objetivo investigar os efeitos da inoculagcdo em plantas de milho com isolados
de T. asperelloides em condi¢cBes de estresse por aluminio visando compreender 0s
processos fisiolégicos e bioquimicos relacionados com a resposta destas plantas a
estes estresses e ainda selecionar isolado de T. asperelloides a ser recomendado

para o cultivo destas plantas em ambientes estressantes.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 O género Trichoderma e seus efeitos na fisiologia das plantas

Trichoderma Pers. (1794) € um dos géneros de fungos filamentosos mais
estudados mundialmente e conta com 252 espécies descritas até 2015 (BISSETT et
al., 2015). Estes fungos podem ser de vida livre, saprofito, micoparasitas e também

endofiticos de plantas com alta diversidade genética e metabdlica e distribuicdo
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cosmopolita sendo associado aos mais diversos ecossistemas de solo em uma ampla
gama de zonas climaticas (DRUZHININA et al., 2011). Além disso, podem atuar na
decomposicdo de matéria organica e xenobidticos apresentando, deste modo, grande
versatilidade e importancia biotecnoldgica (VENTURI; KEEL, 2016). Juntamente com
outros géneros de fungos, Trichoderma pode ser classificado como fungos promotores
de crescimento em plantas (FPCP) uma vez que promove 0 crescimento destas
através do estimulo da resisténcia vegetal, biocontrole, da manutencéo do equilibrio
hormonal e do incremento na mobilizag&o e assimilagao de nutrientes, principalmente
fosfato (VENTURI; KEEL, 2016; RUBIO et al., 2017).

O FPCP Trichoderma € um microrganismo antagonista de fitopatdgenos
(JUNGES et al., 2016; YASMEEN et al., 2018) e tem a capacidade de suprimir
doencas de plantas e promover o crescimento e a produtividade vegetal através de
diferentes modos de acgdo, tais como inducdo da resisténcia sistémica, antibiose,
micoparasitismo e estimulo na captacdo e absorcdo de nutrientes (MISHRA et al,
2016; EGAMBERDIEVA et al., 2017). Trichoderma tem sido utilizado com sucesso,
em escala comercial, para controle bioldgico de varios fitopatégenos, com destaque
para Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Armillaria mellea e Chondrostereum
purpureum (EL-KOMY et al., 2015; CHEN et al., 2019). Segundo Rubio et al. (2017),
T. asperellum, T. harzianum, T. stromaticum e T. viride sdo as principais espécies de
Trichoderma comercializadas como agentes de controle biologico. Além disso,
pesquisas com plantas inoculadas com Trichoderma mostram que este FPCP pode
incrementar ndo apenas a biomassa, mas também a produtividade vegetal.

O efeito benéfico do Trichoderma tem sido verificado no crescimento e
produtividade de varias culturas agronomicamente importantes, tanto em
monocotileddneas, como arroz (CHAGAS et al., 2015; YASMEEN et al., 2018; DWIPA,
2019), milho (YASMEEN; SIDDIQUI, 2018), alho, cebola (VALADARES-INGLIS et al,
2018) e cana-de-agucar (FARIAS et al., 2018), como em dicotiledéneas, a exemplo
feijdo comum (MWEETWA et al., 2016), feijdo-caupi (SILVA et al., 2019a), grao-de-
bico (SHARMA et al., 2018), pepino (ZHAO; ZHANG, 2015), soja (CHAGAS et al.,
2017) e tomate (NIETO-JACOBO et al., 2017). Embora existam resultados registrados
na literatura acerca do efeito benéfico do Trichoderma, mais estudos sdo necessarios
para que o uso destes microrganismos seja melhor explorado tanto na industria

alimenticia garantindo a seguranca alimentar global de uma populacdo em
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crescimento como também em sistemas de cultivo que minimizem o0s insumos
agricolas com maximizacdo da produtividade de maneira ambientalmente
responsavel (PARNELL et al., 2016; EGAMBERDIEVA et al., 2017).

2.2 Efeitos da presenca de aluminio narizosfera

Os estresses abibticos, principalmente seca, calor, frio, inundacéo e salinidade,
sao adversidades ambientais que resultam em perdas significativas de safras (ZAIDI
et al., 2014) e representam um desafio adicional na producéo de alimentos em todo o
mundo (HALFORD et al., 2014). Os danos ocasionados pela exposicéo das plantas
aos estresses abiodticos reduzem o rendimento e a qualidade dos produtos agricolas
(MONTEIRO et al., 2014). De acordo com Awasthi et al. (2014), é provavel que as
situacBes de estresses abibticos se agravem ainda mais no futuro devido as
mudancas climaticas e poluicdo ambiental. Neste contexto, as praticas agricolas que
aumentam a resisténcia das plantas aos estresses abioticos sdo fundamentais para a
agricultura e também para a sustentabilidade ambiental, uma vez que as culturas com
baixa resisténcia aos estresses consomem mais agua e fertilizantes e, portanto,
esgotam bastante o meio ambiente (ZHU, 2016).

Dentre os estresses abibticos, a contaminagao por metais pesados € um sério
problema ambiental que limita a produtividade vegetal e ameaca a saude humana. O
aluminio (Al) € um metal pesado abundante na crosta terrestre presente nos minerais
primarios e secundérios das rochas na forma de aluminossilicatos e estes, quando
sofrem intemperismo, liberam o aluminio na forma monomérica ou trocavel (Al**)
(CHOUDHURY; SHARMA, 2014; KARAK et al., 2015; MUHAMMAD et al., 2019). A
forma monomérica do aluminio (AI*3) é fitotoxica, pois provoca alteracdes
morfofisiolégicas, principalmente no sistema radicular (KOCHIAN et al., 2015; YUSUF
et al., 2016). Cerca de 50% das terras araveis do mundo séo acidas e 67% destes
solos acidos encontram-se com problemas de toxicidade por aluminio a nivel global
(LIN et al., 2012; SCHMITT et al., 2016). Segundo Sade et al. (2016), a toxicidade por
aluminio causa perdas de 25 a 80% no rendimento agricola dependendo da espécie.
O ion Al*3 é notadamente mais fitotéxico para monocotileddneas e causa inibicdo do
crescimento em plantas de arroz, trigo, milho, centeio e outras espécies vegetais
(YUSUF et al., 2016; PELAGIO-FLORES et al., 2017; HE et al., 2019).
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O aluminio trocavel (Al*3) induz efeitos adversos ao ser absorvidos pelas raizes
vegetais (JAISWAL et al., 2018; ZIOLA-FRANKOWSKA; FRANKOWSKI, 2018). O
sintoma inicial da toxicidade ao excesso de Al*3 é a rapida inibicdo do alongamento
radicular, entretanto o mecanismo exato de como esta inibicdo se estabelece ainda
nao é claro (TANDZI et al., 2018). A destruicao da estrutura celular e rapida supresséao
da divisao celular nas células presentes no apice radicular sdo processos associados
a reducdo do alongamento radicular, causando reducdo e/ou atrofia do sistema
radicular, impactando negativamente na captacdo de agua e nutrientes (SADE et al.,
2016; HE et al., 2019). Visto que, a exposicdo a longo prazo ao excesso de Al*2 resulta
em plantas com sintomas de deficiéncia de macro e micronutrientes, com destaque
para P, Ca, Mg, K, Mn, Mo e Zn (CHOUDHURY; SHARMA, 2014; KOCHIAN et al.,
2015; TANDZI et al., 2018).

O aluminio é téxico para muitas plantas em concentragcdes micromolares
(TABALDI et al., 2009). Além de afetar negativamente o sistema radicular vegetal, o
excesso de aluminio provoca efeitos negativos no desenvolvimento da parte aérea
(MACEDO et al., 2009). A toxicidade ao aluminio foi demonstrada em Arabidopsis,
milho e Citros e neste ultimo registrou-se menor niumero de folhas, diminuicdo do
sistema radicular e aumento na concentracdo de acido-indol-3-acético (AIA) em
reposta ao aumento dos niveis de aluminio (SILVA et al., 2019b). Segundo Moustaka
et al. (2016), o excesso de aluminio causa efeito fitotdxico no metabolismo das folhas
e, portanto, reduz o teor de clorofila, a transpiracdo e a fotossintese, com maior
comprometimento do fotossistema Il — componente fotossintético mais vulneravel a
este tipo de estresse. Além disso, o aluminio tem alta afinidade pelas biomembranas
e, apbés se ligarem irreversivelmente aos fosfolipidios, induz a morte celular
programada (HE et al., 2015).

2.3 Uso do Trichoderma como mitigador de estresses

As plantas sé@o seres sésseis e estdo constantemente expostas a situacdes de
estresse bidticos ou abidticos. Em busca de se adaptar ou sobreviver as condicdes de
estresse, as plantas podem se associar com microrganismos benéficos presentes no
solo, sejam eles bactérias ou fungos (HE et al., 2018). Os microrganismos benéficos
apresentam varias caracteristicas importantes que vao desde a capacidade de fixar o

nitrogénio atmosférico, melhorar absor¢cdo de nutrientes e produzir compostos que
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estimulam o crescimento das plantas até a decomposicao de residuos, desintoxicacao
de pesticidas e controle de doencas de plantas e patégenos do solo (FIGUEIREDO et
al., 2016). Dentre os microrganismos benéficos presentes no solo, destacam-se o0s
rizobios, as bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP), as micorrizas e
fungos promotores do crescimento de plantas (FPCP) (ROUPHAEL et al., 2015;
GOMEZ-PADILLA et al., 2016; MORAES et al., 2016; PANHWAR et al., 2017).

As espécies do género Trichoderma sdo FPCP com papéis relevantes na
manutencdo do solo e seu uso tem se mostrado importante em sistemas agricolas
sustentaveis (LEE et al., 2016). Trichoderma tem sido vastamente utilizado em
formulacbes comerciais e mais de dez produtos contendo Trichoderma estédo
registrados no Brasil (VENTURI; KEEL, 2016; FIGUEIREDO et al., 2016). Estes
produtos sdo reconhecidos por seus efeitos positivos no crescimento vegetal e no
controle biolégico de fitopatdgenos (LOPEZ-BUCIO et al., 2015). Trichoderma pode
atuar diretamente contra fitopatdbgenos exercendo micoparasitismo ou produzindo e
liberando enzimas liticas de parede celular ou compostos antimicrobianos (VOS et al.,
2015). De forma indireta, as espécies de Trichoderma competem por nutrientes e
espaco com outros microrganismos, modificam as condi¢cdes da rizosfera, promovem
0 crescimento vegetal através da liberacdo de fitormonios e inducdo das vias de
defesa sistémica (ZHANG et al., 2016). Além de eficientes contra fitopatdgenos, os
isolados de Trichoderma s&o relatados como indutores de resisténcia a estresses
abioticos (YASMEEN; SIDDIQUI, 2018).

A toxicidade do aluminio é um importante tipo de estresse abibtico e areas
afetadas por este estresse tem aumentado em todo o mundo, uma vez que os efeitos
do excesso de aluminio sobre as plantas tém sido relatados e registrou-se que o
alongamento radicular, a area foliar, 0 peso seco da parte aérea e das raizes
diminuiram significativamente com o aumento das concentracdes de aluminio em
plantas de Arabidopsis, soja, alfafa e arroz (WANG et al., 2017; CHE et al., 2019;
DWIPA, 2019). Em contrapartida, os estudos com uso de isolados de Trichoderma
como mitigador dos efeitos toxicos do excesso de aluminio na rizosfera ainda sao
escassos. Maldaner et al. (2019) relatam aumento no crescimento (altura, nimero de
folhas e diametro do caule) de plantas de aroeira-sauso (Schinus molle L.) expostas
a concentracdes crescentes de aluminio (0, 25, 50, 75 e 100 mg L) quando estas

foram inoculadas com o isolado T2 de Trichoderma. Segundo estes autores, 0
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Trichoderma atua como bioestimulantes do crescimento vegetal e, portanto, atenua

os danos recorrentes do excesso de aluminio.

2.4 Importancia do milho no cenario agricola brasileiro

O milho (Zea mays L.) é o terceiro cereal mais cultivado no mundo e possui
grande diversidade de aplicacfes, sendo utilizado como matéria-prima essencial para
inUmeros processos agroindustriais, na alimentacdo humana e animal devido ao
elevado valor nutricional de seus graos (LERAYER, 2018). Os Estados Unidos, com
370,1 milhdes de toneladas por hectare, e a China, com 215 milhdes de toneladas por
hectare, sdo os maiores produtores de milho no mundo (PEREIRA FILHO; BORGHI,
2018). No Brasil, a cultura do milho possui grande relevancia, sendo o segundo grao
mais produzido no ano de 2019 visto que sua producéo, na safra 2018/2019, foi de
119 milhdes de toneladas por hectare (CONAB, 2019). O Brasil contribui com 10% da
producdo mundial de milho e fica com o terceiro lugar, atras dos Estados Unidos e da
China (USDA, 2018).

Deste modo, o Trichoderma tem sido um grande aliado a promover o
crescimento e induzir resisténcia ao estresse em plantas. O milho é uma cultura
sensivel ao estresse por aluminio no solo (COELHO et al., 2016; 2019) e os solos
acidos, geralmente com aluminio trivalente (Al*®) em elevadas concentracdes, podem
causar muitas perdas de rendimento desta e de outras culturas (KOCHIAN et al., 2004;
2015). No entanto, existem relatos na literatura dos efeitos positivos da inoculacao de
plantas de milho com Trichoderma, sendo registrado maior acimulo de massa seca
do sistema radicular (RESENDE et al., 2004), aumento na taxa fotossintética
(HARMAN; DONI et al., 2019) e ainda maior produgéo de biomassa mesmo quando
infectado pelo fungo fitopatogénico Colletotrichum graminicola (HARMAN et al., 2004).
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CAPITULO |

Crescimento e pigmentos fotossintéticos em plantas de milho inoculadas com

Trichoderma asperelloides e expostas ao estresse por aluminio
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RESUMO

O excesso de aluminio € uma condicao estressante frequentemente presente em
solos &cidos e que afeta o crescimento e a produtividade vegetal. O objetivo do
presente estudo foi avaliar as respostas de crescimento e as altera¢des nos niveis de
pigmentos fotossintéticos em plantas de milho inoculadas com Trichoderma
asperelloides e expostas ao aluminio em condi¢des de casa de vegetacdo. Sementes
de milho foram germinadas e, em seguida, transplantadas em vasos contendo areia
lavada e autoclavada. Na semeadura, a inoculagéo foi realizada, separadamente, com
os isolados TO1, TO2, T74, T76 ou T96 de T. asperelloides. Apds apresentarem
estagio fenologico V6 (seis folhas desenvolvidas), as plantas foram expostas a niveis
crescentes de cloreto de aluminio (0, 50, 100, 150 e 200 uM de AICI3). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x 5 + 1, sendo cinco
niveis de AICIs, cinco isolados fungicos e um controle absoluto (planta ndo inoculada).
As plantas de milho inoculadas com isolados de T. asperelloides apresentaram
alteracdes significativas na taxa de crescimento absoluto, no comprimento das raizes,
na massa seca da parte aérea, raizes e total e na relagéo entre a massa seca da parte
aérea e das raizes em resposta aos niveis crescentes de aluminio. Além disso, houve
reducao significativa no teor de clorofilas (a, b e total) e aumento na concentracéo de
carotenoides e antocianinas nas plantas inoculadas com T. asperelloides e expostas
ao aluminio. Em relacdo as plantas ndo inoculadas e ndo expostas ao aluminio, as
plantas inoculadas com T. asperelloides apresentaram aumento nos parametros
relacionados com o crescimento e no teor de pigmentos fotossintéticos, com destaque
para as plantas inoculadas com os isolados TO1 ou T02. Conclui-se que o T.
asperelloides resultou em efeitos positivos no crescimento e nos teores de pigmentos
fotossintéticos no milho submetidas ao estresse por aluminio, principalmente quando

os isolados T0O1, TO2 ou T76 foram utilizados.

Palavra-chave: biomassa, clorofila, carotenoides, estresses abidticos.
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ABSTRACT

Excess aluminum is a stressful condition often present in acidic soils and affects plant
growth and yield. The objective of the present study was to evaluate growth responses
and changes in photosynthetic pigment levels in maize plants inoculated with
Trichoderma asperelloides and exposed to aluminum under greenhouse conditions.
Maize seeds were germinated and then transplanted in pots containing washed and
autoclaved sand. At sowing, inoculation was carried out separately with T.
asperelloides TO1, TO2, T74, T76 or T96 isolates. After presenting a V6 phenological
stage (six developed leaves), the plants were exposed to increasing levels of aluminum
chloride (0, 50, 100, 150 and 200 pM of AICls). The experimental design was
completely randomized in a 5 x 5 + 1 factorial scheme, with five levels of AICIs, five
fungal isolates and one absolute control (uninoculated plant). Maize plants inoculated
with T. asperelloides isolates showed significant changes in the absolute growth rate,
in the root length, in the dry mass of the shoot, roots and total and the relationship
between shoot and root dry mass in response to increasing aluminum levels. In
addition, there was a significant reduction in chlorophyll content (a, b and total) and an
increase in carotenoid and anthocyanin concentration in plants inoculated with T.
asperelloides and exposed to aluminum. In relation to plants not inoculated and not
exposed to aluminum, plants inoculated with T. asperelloides showed increase in the
parameters related to growth and the content of photosynthetic pigments, especially
those inoculated with isolates TO1 or TO2. It was concluded that T. asperelloides
resulted in positive effects on growth and photosynthetic pigment contents in maize

subjected to aluminum stress, especially when isolates TO1, TO2 or T76 were used.

Keywords: biomass, chlorophyll, carotenoids, abiotic stresses.
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1. INTRODUCAO

As interacOes sinérgicas entre as plantas e os microrganismos benéficos,
bactérias e fungos, estabelecidas na rizosfera sdo importantes para uma adequada
fertilidade do solo e produtividade vegetal (KUZYAKOV; BLAGODATSKAYA, 2015;
FIGUEIREDO et al., 2016). O Trichoderma € um fungo benéfico largamente conhecido
pela sua acdo antagbnica contra fitopatogenos (JUNGES et al., 2016; YASMEEN et
al.,, 2018) e tem sido utilizado com sucesso, em escala comercial, para controle
biolégico de vérios fitopatbgenos, com destaque para Fusarium oxysporum e
Rhizoctonia solani (EL-KOMY et al., 2015). T. asperellum, T. harzianum, T.
stromaticum e T. viride sé@o as principais espécies de Trichoderma comercializadas
como agentes de controle biolégico (RUBIO et al., 2017). Além disso, pesquisas com
plantas inoculadas com Trichoderma mostram que este fungo pode incrementar a
biomassa e a produtividade vegetal e mitigar os estresses abibticos.

O uso do Trichoderma como mitigador de estresses abidticos tem sido
demostrado em algumas espécies vegetais. Plantas de pepino, arroz e milho
inoculadas com T. asperellum apresentam estimulo do crescimento e aumento da
tolerancia ao estresse salino (ZHAO; ZHANG, 2015; YASMEEN; SIDDIQUI, 2018).
Em tomate, a inoculacdo com Trichoderma alivia os efeitos prejudiciais do estresse
pelo frio (GHORBANPOUR et al.,, 2018). Segundo Chepsergon et al. (2014), as
espécies vegetais podem ter a tolerancia a seca aumentada com a inoculacdo com
isolados de Trichoderma. Harman et al. (2019) relatam que plantas expostas a
estresses exibem niveis mais altos de clorofila e outros pigmentos fotossintéticos
quando inoculadas com Trichoderma. Embora respostas positivas da inoculacdo de
plantas com Trichoderma em condi¢cdes de estresses abidticos sejam relatadas,
estudos com o estresse por aluminio ainda séo escassos.

O excesso de aluminio € um estresse abidtico que provoca restricdo na
producédo agricola em todo o mundo, especialmente em solos acidos (MUHAMMAD
et al., 2019). Cerca de 50% das terras araveis do mundo séo acidas e 67% destes
solos encontram-se com problemas de toxicidade por aluminio (SCHMITT et al., 2016)
gue podem causar perdas de 25 a 80% no rendimento agricola (SADE et al., 2016).
O aluminio induz efeitos adversos ao ser absorvido pelas plantas (JAISWAL et al.,
2018) e a rapida inibicdo do alongamento radicular é o sintoma inicial da toxicidade

ao excesso de aluminio (TANDZI et al., 2018). Com a atrofia do sistema radicular, a
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captacdo de agua e nutrientes sdo negativamente influenciadas (SADE et al., 2016).
Em monocotiledéneas, o aluminio € notadamente mais fitotoxico e causa inibicdo do
crescimento, tal como ja registrado em plantas de arroz, trigo, milho e centeio (YUSUF
et al., 2016; PELAGIO-FLORES et al., 2017; HE et al., 2019).

O milho (Zea mays L.) € um cereal com alto valor energético e relevante papel
socioeconémico devido a sua grande diversidade de aplicacdes, e a producéo
brasileira ocupa o terceiro lugar em no cenario mundial de producédo desta cultura
(CONAB, 2019). De acordo com Coelho et al. (2019), o milho € uma cultura sensivel
ao excesso de aluminio no solo, principalmente em solos acidos. As situacdes
estressantes, naturais ou resultantes de praticas agricolas incorretas, causam
interferéncia em processos morfologicos e fisiolégicos das plantas e impactam
negativamente na produtividade das culturas (ZHU, 2016). O uso de microrganismos
benéficos tem se destacado como uma estratégia para atenuar situacoes de estresse
(ROMAGNOLI; ANDREOTE, 2016). Diante o exposto, o presente estudo objetivou
avaliar as alteracdes no crescimento e teor de pigmentos fotossintéticos em plantas
de milho inoculadas com cinco diferente isolados de T. asperelloides e expostas a

niveis crescentes de aluminio.

2. MATERIAL E METODOS

2.1Local de implantagc&o do experimento

O experimento foi implantado e conduzido em condi¢des de casa de vegetacdo do
Departamento de Biologia do Centro de Ciéncias da Natureza pertencente a
Universidade Federal do Piaui (UFPI; Teresina/Pl).

2.20btencao dos microrganismos e preparo do inoculante

Os isolados TO1, TO2, T74, T76 e T96 de T. asperelloides utilizados neste
estudo foram obtidos do acervo de microrganismos da empresa JCO Industria e
Comércio de Fertilizantes (Barreiras/BA) (Tabela 1). Os isolados fangicos foram
crescidos em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) por sete dias a 28 °C em
camara de crescimento. Apds as colbnias fangicas atingirem o maximo de
crescimento, foi adicionado agua destilada estéril as placas de Petri e os conidios

foram suspensos com auxilio de um bastdo de vidro. Em seguida, a suspenséo
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conidial foi filtrada com uso de gaze. Finalmente, a concentracdo do inoculante fungico

de cada isolado de T. asperelloides foi padronizado para 10° conidios mL™.

Tabela 1. Informacbes gerais acerca dos isolados de Trichoderma asperelloides
selecionados para o presente estudo.

Isolados Hospedeiro e/ou substrato Local de coleta
TO1 Endofitico de bananeira Bom Jesus da Lapa/BA
T02 Endofitico de bananeira Bom Jesus da Lapa/BA
T74 Solo com cultivo de soja Brasilia/DF
T76 Solo com cultivo de hortalicas Piracicaba/SP
T96 Solo com cultivo de milheto Urucui/PI

2.3Conducao e coleta dos dados

Sementes de milho, gendtipo AG-1051, foram desinfestadas com hipoclorito de
sédio a 2% (60”) e entdo lavadas sucessivamente com agua destilada. Apds
desinfestadas, as sementes foram semeadas em placas de Petri contendo papel de
filtro umedecido e mantidas em camara de crescimento (27 °C) até o0 momento da
protrusdo da radicula (germinacdo). Posteriormente, as sementes pré-germinadas
foram cuidadosamente transferidas para vasos plasticos contendo 3,5 kg de areia
lavada (pH 6,5) e autoclavada (120 °C; 101 kPa; 1 h) e entdo inoculadas no sulco de
plantio com 1,0 mL do inoculante fangico de um dos isolados de T. asperelloides (T01,
T02, T74, T76 ou T96).

Durante o periodo experimental, as plantas foram irrigadas, de forma alternada,
com agua destilada autoclavada e solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) com
pH 6,5. A aplicacdo da solucéo nutritiva se deu a cada dois dias e foi aplicada até
ocorrer a drenagem na parte inferior do vaso visando garantir a total percolacao da
solucdo nutritiva. Quando as plantas atingiram o estadio fenolégico V6 (seis folhas
desenvolvidas), realizou-se a aplica¢do do estresse por aluminio. Neste momento, as
plantas passaram a ser irrigadas com agua destilada autoclavada ou solucao nutritiva
adicionada de cloreto de aluminio (AICls) nas seguintes concentragdes: 0, 50, 100,
150 e 200 pM durante sete dias. Aos 35 dias ap0s a inoculacdo, procedeu-se a coleta
do material vegetal.

Na ocasido da coleta, mensurou-se a altura das plantas e o comprimento de
raizes com auxilio de uma fita métrica. Apos a pesagem da massa fresca da parte
aérea e raizes, o material vegetal foi levado, separadamente, para a estufa de aeracao
forcada a 65 °C, até atingir peso constante, para determinar a massa seca da parte
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aérea (MSPA) e raizes (MSR). Com base nos dados de altura de plantas e massa
seca calculou-se a taxa de crescimento absoluto e a relacdo MSPA/MSR
(BENINCASA, 2003). Adicionalmente, amostras frescas de folhas foram coletadas,
congeladas em N2 liquido e armazenadas em freezer -80 °C até o momento da
quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos (clorofilas, carotenoides e antocianinas).
Para determinar a concentracdo de clorofilas (a e b) e carotenoides, amostras
frescas foram extraidas com etanol 80% e entdo lidas em espectrofotbmetro a 646,
664 e 470 nm. Apds a mensurar as absorbancias, utilizou-se as equacgdes propostas
por Lichtenthale e Wellburn (1983) para calcular os valores da concentracdo de
clorofilas (a e b) e carotenoides. A clorofila total foi obtida pela soma da concentracdo
de clorofila a e b. Para quantificar a concentracao de antocianinas, amostras foliares
foram extraidas com metanol-HCI 0,1% e entdo lidas em espectrofotdmetro a 530 nm.
ApOs a mensurar a absorbéncia, a concentracdo de antocianinas foi calculada
utilizando o coeficiente de extingdo molar de 30 mM* cm (GITELSON et al., 2001).

2.4Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
5 x 5 + 1, sendo cinco niveis de cloreto de aluminio (0 a 200 uM de AICI3), cinco
inoculantes fungicos (os isolados TO1, TO2, T74, T76 e T96 de Trichoderma
asperelloides) e um controle absoluto (planta ndo inoculada), com cinco repeticdes. A
unidade experimental foi composta de um vaso contendo uma planta de milho. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), precedido de teste
F, ao nivel de 5% de probabilidade. Para avaliar o efeito das doses crescentes do
cloreto de aluminio, utilizou-se analise de regresséo (linear ou polinomial), enquanto
gue os isolados foram testados, em cada nivel, pelo teste de Duncan (ao nivel de 5%
de probabilidade). Adicionalmente, as plantas inoculadas com T. asperelloides foram
comparadas com o controle absoluto (plantas n&o inoculadas) na auséncia do
aluminio (nivel zero). Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o

programa estatistico R Studio 3.5 (pacote ExpDes).
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

3.1Analise exploratoria dos dados

No presente estudo, as plantas de milho inoculadas com isolados de
T. asperelloides (TO01, TO2, T74, T76 e T96) e submetidas a niveis crescentes de
aluminio (0 a 200 uM de AICI3) exibiram alteracdes significativas nos parametros de
crescimento e de pigmentos fotossintéticos (Apéndice 1). Conforme mostrado na
figura 1A, as plantas inoculadas com os isolados TO2 ou T74 de T. asperelloides
apresentaram incremento nos parametros de crescimento em resposta aos niveis
crescentes de aluminio, principalmente quando expostas a 50 uM de AICI3, e se
destacaram entre os demais (Figura 1). Em contrapartida, as plantas inoculadas com
o isolado T76 de T. asperelloides e expostas ao estresse por aluminio (50 a 200 uM
de AICIs) apresentaram, de modo geral, valores dos parametros de crescimento

inferiores ao controle.

T. asperelloides T01 T. asperelloides T02 T. asperelloides T74

A wwar f VEPA M3Pa

e

T. asperelloides T76 T. asperelioides T96

MR

Figura 1. Gréfico de radar mostrando o efeito do estresse por aluminio (0, 50, 100, 150 e 200 uM de
AICI3) nos parametros de crescimento e dos pigmentos fotossintéticos de plantas de milho inoculadas
com Trichoderma asperelloides (T01, TO2, T74, T76 ou T96). TCA = taxa de crescimento absoluto.
MSPA, MSR e MST = massa seca da parte aérea, das raizes e total, respectivamente. RPAR = relacéo
MSPA/MSR. CR = comprimento das raizes. CLA, CLB e CLT = clorofila a, b e total, respectivamente.
CAR = carotenoides. ANT = antocianina.
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Eixo 2 (16,14%)
4

Eixo 1 (33.78%)
Figura 2. Andlise de componentes principais dos dados obtidos nas plantas ndo inoculadas (NI) e nas
plantas inoculadas com T. asperelloides e submetidas ao estresse por aluminio. TCA = taxa de
crescimento absoluto. MSPA, MSR e MST = massa seca da parte aérea, das raizes e total,
respectivamente. RPAR = relagdo MSPA/MSR. CR = comprimento das raizes. CLA, CLB e CLT =
clorofila a, b e total, respectivamente. RCAB = relacdo clorofila a/clorofila b. CAR = carotenoides.
ANT = antocianina.

De acordo com a analise de componentes principais (APC), as plantas nao
inoculadas diferenciam-se daquelas inoculadas com T. asperelloides em relacdo a
variacdo nos parametros de crescimento e na concentracdo foliar de pigmentos
fotossintéticos (Figura 2). Os dois componentes principais explicam a variabilidade
nos dados originais (49,92%). Analisando o componente 1 da APC (eixo 1), nota-se
qgue as plantas inoculadas com T. asperelloides T02 apresentaram maiores valores
dos parametros de crescimento e de pigmentos fotossintéticos, principalmente no
tocante aos valores de massa seca das raizes, clorofila a e total. Em relacdo ao
componente 2 da APC (eixo 2), registrou-se que as plantas ndo inoculadas
apresentaram 0s menores valores dos parametros de crescimento e de pigmentos
fotossintéticos e se destacaram em relacdo aos valores médios de carotenoides e

clorofila b (Figura 2).

3.2Respostas de crescimento

As plantas de milho inoculadas com isolados de T. asperelloides (TO1, T02,
T74, T76 e T96) e submetidas a niveis crescentes de aluminio apresentaram

alteragcOes significativas na taxa de crescimento absoluto (Figura 3). A taxa de
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crescimento absoluto reflete a velocidade de crescimento de uma planta em um
determinado periodo de tempo (BENINCASA, 2003). Houve aumento linear na taxa
de crescimento absoluto das plantas de milho inoculadas com o isolado TOl1l de
T. asperelloides em resposta ao incremento das concentracbes de aluminio
(R?2 = 0,88), enquanto que nas plantas inoculadas com o isolado TO2 houve reducgéo
linear (R? = 0,90) neste parametro (Apéndice 4). Quando expostas 150 uM de AICls,
as plantas de milho inoculadas com o isolado TO1l ou T74 de T. asperelloides
apresentaram as melhores respostas na taxa de crescimento absoluto; contudo,
observa-se um efeito inibitério no crescimento na maior dose (200 uM de AICls) —

exceto para as plantas inoculadas com o isolado TO1 (Figura 3).
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Figura 3. Taxa de crescimento absoluto de plantas de milho inoculadas com Trichoderma asperelloides
(TO1, TO2, T74, T76 ou T96) e submetidas ao estresse por aluminio (0 a 200 uM de AIClz). Letras
minudsculas iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre as plantas néo inoculadas (NI) e
as plantas inoculadas com T. asperelloides na auséncia do aluminio, enquanto que as letras mailsculas
iguais indicam que n&o houve diferenca significativa entre as plantas inoculadas com T. asperelloides
em cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

As plantas de milho inoculadas com T. asperelloides na auséncia de aluminio
apresentaram taxa de crescimento absoluto superior as plantas ndo inoculadas, com
destaque para as plantas inoculadas com o isolado T02 e T76 (Figura 3). Similar ao
nosso estudo, Herrera-Téllez et al. (2019) relatam que plantas de tomate tratadas com
T. asperellum apresentaram aumento de 22% na taxa de crescimento absoluto em
relacdo ao controle. As plantas inoculadas com T. asperelloides apresentaram
alteracdes significativas no comprimento das raizes em resposta a inoculagéo e as
doses de aluminio (Figura 4). As plantas de milho inoculadas com o isolado T96 de
T. asperelloides apresentaram incremento gradativo no comprimento das raizes a
medida que a doses de aluminio foram aumentadas e os valores deste parametro nas

plantas submetidas a 200 uM de AICIs foram similares ao registrado no controle
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(Figura 4). Em contrapartida, as plantas inoculadas com o isolado T76 apresentaram
reducdo linear (R? = 0,89) no comprimento das raizes em resposta ao aumento nos
niveis de aluminio (Figura 4). De acordo com Singh et al. (2017), a reducdo no
comprimento das raizes pode ser devido ao acumulo de aluminio que, por sua vez,

suprime o crescimento deste 6rgéo.
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Figura 4. Comprimento das raizes de plantas de milho inoculadas com Trichoderma asperelloides (T01,
T02, T74, T76 ou T96) e submetidas ao estresse por aluminio (0 a 200 uM de AICI3). Letras minlusculas
iguais indicam que n&do houve diferenca significativa entre as plantas nao inoculadas (NI) e as plantas
inoculadas com T. asperelloides na auséncia do aluminio, enquanto que as letras mailsculas iguais
indicam que ndo houve diferenca significativa entre as plantas inoculadas com T. asperelloides em
cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

Na auséncia de aluminio (controle), as plantas de milho inoculadas com
T. asperelloides foram superiores as plantas nédo inoculadas, com destaque para as
plantas inoculadas com o isolado TO1 ou T96 que apresentaram os maiores valores
de comprimento de raizes (Figura 4). Os resultados evidenciam que a inoculagdo com
isolados fungicos de T. asperelloides induz melhoria do crescimento radicular de
plantas de milho. Respostas positivas da inoculagao com Trichoderma no crescimento
radicular também foram registradas em plantas de soja, milho e cana-de acgUcar
(FARIAS et al., 2018), meldo (MARTINEZ-MEDINA et al., 2014) e feijao-caupi
(CHAGAS JUNIOR et al., 2014). O maior crescimento das raizes favorece a captagéo
de 4gua e nutrientes e isto pode refletir positivamente no acimulo de biomassa em
plantas tratadas com Trichoderma (ESLAHI et al., 2020).

Conforme mostrado na figura 5, as plantas de milho inoculadas com o isolado
TO2 de T. asperelloides apresentaram os maiores valores de massa seca da parte
aérea e das raizes em relacao aos demais tratamentos e apenas as plantas de milho
inoculadas com o isolado T76 apresentaram valores de massa seca da parte aérea

similares as plantas ndo inoculadas (Figura 5A). Além disso, as plantas inoculadas
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com T. asperelloides T02 se destacaram entre os demais tratamentos por
apresentarem aumento de 106% e 30% na massa seca da parte aérea e das raizes,
respectivamente, em relacdo as plantas ndo inoculadas com T. asperelloides (Figura
5). Em plantas de tomate tratadas com T. asperellum registrou-se valores de biomassa
30% maiores que as plantas controle e os autores relacionam estas respostas a
capacidade do fungo em estimular o crescimento e desenvolvimento vegetal
(HERRERA-TELLEZ et al., 2019).
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Figura 5. Massa seca da parte aérea (A) e das raizes (B) de plantas de milho inoculadas com
Trichoderma asperelloides (T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas ao estresse por aluminio (0 a
200 pM de AICls). Letras minuUsculas iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre as
plantas ndo inoculadas (NI) e as plantas inoculadas com T. asperelloides na auséncia do aluminio,
enquanto que as letras maidsculas iguais indicam que nédo houve diferenca significativa entre as plantas
inoculadas com T. asperelloides em cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

As plantas inoculadas com o isolado T02 ou T74 exibiram maiores valores de
massa seca da parte aérea quando submetidas a 50 uM de AICIs, enquanto que
aguelas inoculadas com o isolado T02 apresentaram maiores valores de massa seca
das raizes neste mesmo tratamento e também quando expostas a 100 uM de AICls
(Figura 5B). As plantas inoculadas com o isolado T02, T74, T76 ou T96 apresentaram
reducdo na massa seca das raizes, com destaque para as plantas inoculadas com o

isolado T74 que apresentaram reducdo linear na massa seca das raizes com o
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aumento dos niveis de aluminio (R? = 0,93). No controle, as plantas inoculadas com
os isolados T01, TO2 ou T96 apresentaram 0s maiores valores da massa seca das
raizes e foram superiores as plantas ndo inoculadas e aos demais tratamentos.

Analisando as plantas expostas ao aluminio, nota-se que as plantas de milho
inoculadas com o isolado TO1 e submetidas a 50 e 100 uM de AICl3, as plantas
inoculadas com o isolado T96 e submetidas a 150 uM de AICls e as plantas inoculadas
com o isolado T76 e submetidas a 200 uM de AICIls apresentaram os valores mais
altos da relacdo MSPA/MSR nos respectivos tratamentos (Figura 6). Nas plantas
inoculadas com o isolado T96, a relagdo MSPA/MSR foi incrementada linearmente em
resposta ao aumento nas concentracées de aluminio (R? = 0,77; Apéndice 4). As
plantas inoculadas com o isolado TO2 apresentaram maior relacdo MSPA/MSR em
relacdo as plantas ndo inoculadas na auséncia de aluminio (Figura 6). Elevados
valores da relacdo MSPA/MSR podem estar relacionadas com a alta disponibilidade
de fosfato solavel para ser absorvido pelas plantas (DUARTE et al., 2015) tendo em
vista que fungos do género Trichoderma sao relatados como eficientes solubilizadores
de fosfato (CHAGAS et al., 2015; Ll et al., 2015; ZHAO; ZHANG, 2015).
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Figura 6. Relagéo entre massa seca da parte aérea (MSPA) e das raizes (MSR) de plantas de milho
inoculadas com Trichoderma asperelloides (T01, TO2, T74, T76 ou T96) e submetidas ao estresse por
aluminio (0 a 200 uM de AICls). Letras minUsculas iguais indicam que nédo houve diferenca significativa
entre as plantas ndo inoculadas (NI) e as plantas inoculadas com T. asperelloides na auséncia do
aluminio, enquanto que as letras maiusculas iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre
as plantas inoculadas com T. asperelloides em cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

3.3Pigmentos fotossintéticos

Houve efeito significativo dos niveis crescentes de aluminio e da inoculagcéo
com os isolados de T. asperelloides na concentracdo de clorofila a, b e total e na
relacéo clorofila a/b (Figuras 7 e 8). O teor de clorofila a e b em plantas inoculadas
com T. asperelloides foi reduzido em resposta ao aumento das concentragdes de
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aluminio, principalmente nas plantas inoculadas com o isolado T76 que apresentaram
reducdo linear nestes parametros (R? = 0,89) (Figura 7). Na auséncia de aluminio, as
plantas inoculadas com T. asperelloides apresentaram teor de clorofila a superior as
plantas ndo inoculadas, com destaque para as plantas inoculadas com o isolado T96.
Em contrapartida, estas plantas apresentaram menor concentracdo de clorofila b no
controle em relacéo as plantas ndo inoculadas e aos demais tratamentos (Figura 7B).
Resultados similares foram registrados em plantas de milho inoculadas com T. lixii,
sendo registrada correlacdo entre os pigmentos fotossintéticos e taxas fotossintéticas
melhoradas (PEHLIVAN et al., 2017).
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Figura 7. Clorofila a (A) e clorofila b (B) em plantas de milho inoculadas com Trichoderma asperelloides
(TO1, TO2, T74, T76 ou T96) e submetidas ao estresse por aluminio (0 a 200 uM de AIClz). Letras
minudsculas iguais indicam que néo houve diferenca significativa entre as plantas néo inoculadas (NI) e
as plantas inoculadas com T. asperelloides na auséncia do aluminio, enquanto que as letras mailsculas
iguais indicam que n&o houve diferenca significativa entre as plantas inoculadas com T. asperelloides
em cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

A inoculacdo com cepas de Trichoderma induz niveis mais altos de clorofila e
outros pigmentos fotossintéticos e aumenta as taxas fotossintéticas nas plantas
colonizadas, mesmo quando submetidas a situacdes de estresse (HARMAN et al.,
2019). Neste estudo, a clorofila total das plantas inoculadas com T. asperelloides na

auséncia de aluminio foi superior ao registrado nas plantas ndo inoculadas (Figura 8).
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No geral, as plantas inoculadas com T. asperelloides T74 apresentaram 0s maiores
valores de clorofila total quando expostas ao aluminio. As plantas inoculadas com o
isolado T96 se destacaram em relacéo aos demais tratamentos nos valores da relacéo
clorofila a/b quando expostas a 50 e 100 uM de AICI3, enquanto que as plantas
inoculadas com o isolado TO1 apresentaram 0s maiores valores deste parametro
quando expostos a 150 e 200 uM de AICls. A relagao clorofila a/b permite perceber a
capacidade de adaptacdo das espécies vegetais as variagcbes ambientais uma vez
gue a planta aumenta os teores de clorofila b em ambientes estressantes (ANDRADE
et al., 2012; DOMINGUEZ et al., 2016).
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Figura 8. Clorofila total (A) e relacéo clorofila a/b (B) em plantas de milho inoculadas com Trichoderma
asperelloides (T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas ao estresse por aluminio (0 a 200 uM de AIClIs).
Letras minUsculas iguais indicam que néo houve diferenca significativa entre as plantas ndo inoculadas
(NI) e as plantas inoculadas com T. asperelloides na auséncia do aluminio, enquanto que as letras
mailsculas iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre as plantas inoculadas com T.
asperelloides em cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

Os carotenoides podem atuar como antioxidantes no metabolismo vegetal,
enquanto que o acumulo de antocianinas pode representar uma estratégia de escape
a possiveis danos fotobioldgicos as moléculas de clorofila indicando que a planta esta
exposta a estresses abidticos (ARAUJO; DEMINICIS, 2009). Neste estudo, as plantas

de milho inoculadas com T. asperelloides exibiram reducao no teor de carotenoides e
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antocianinas em relacéo a plantas de milho ndo inoculadas — ambas na auséncia de
aluminio (Figura 9). Na presenca do aluminio, houve declinio no teor de carotenoides
nas plantas inoculadas com T. asperelloides, exceto nas plantas inoculadas com o
isolado T96 que apresentaram aumento neste parametro em resposta aos niveis de
aluminio e as plantas inoculadas com o isolado T0O2 e submetidas a 200 uM de AICls
— ambos em comparacao ao controle (Figura 9A). Estes resultados indicam que o

fungo pode promover as rotas de protecdo metabdlica em situacdes estressantes.
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Figura 9. Carotenoides (A) e antocianinas (B) em plantas de milho inoculadas com Trichoderma
asperelloides (T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas ao estresse por aluminio (0 a 200 uM de AICls).
Letras minUsculas iguais indicam que néo houve diferenca significativa entre as plantas ndo inoculadas
(NI) e as plantas inoculadas com T. asperelloides na auséncia do aluminio, enquanto que as letras
maiulsculas iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre as plantas inoculadas com T.
asperelloides em cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

Houve reducéo linear no teor de antocianinas nas plantas inoculadas com os
isolados T76 (R? = 0,35) e T96 (R? = 0,79) de T. asperelloides em resposta as doses
crescentes de aluminio, enquanto que as plantas inoculadas com o isolado T02
exibiram incremento linear (R? = 0,59) neste parametro (Figura 9B; Apéndice 4). As
plantas inoculadas com o isolado T96 apresentaram reducéo de 44% na concentracao
de antocianinas quando submetida a 200 uM de AICIs (Figura 9B). Nas plantas

inoculadas com o isolado TO2 de T. asperelloides e submetidas a 150 ou 200 uM de
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AICls foi observado acréscimo de 26% e 37%, respectivamente, na concentracao de
antocianina, enquanto que as plantas inoculadas com o isolado T74 apresentaram
aumento de 50% quando submetidas a 100 ou 150 uM de AICIs— ambos em relacdo
ao controle. Plantas ndo inoculadas exibiram maior concentragdo de antocianina no
controle, enquanto que as plantas inoculadas com o isolado T74 apresentaram 0s
valores mais baixos deste pigmento (Figura 9B). Além de pigmentos, as antocianinas
podem atuar como antioxidantes e, portanto, atenuar os efeitos negativos do estresse

em processos metabdlicos, particularmente na fotossintese (LANDI, 2015).

4. CONCLUSAO

A inoculacéo das plantas de milho com T. asperelloides, especialmente com os
isolados TO1, TO2 e T76 de T. asperelloides, resultou em efeitos positivos no
crescimento e desenvolvimento das plantas e no teor de pigmentos fotossintéticos,

mesmo quando as plantas foram expostas ao estresse por aluminio.
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CAPITULO Il

Compostos organicos e inorganicos em plantas de milho inoculadas com

Trichoderma asperelloides e submetidas ao excesso de aluminio
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RESUMO

Trichoderma € um microrganismo benéfico capaz de promover o crescimento das
plantas e mitigar situacdes de estresses bidticos e abibticos. O presente estudo teve
como objetivo avaliar as alteragbes nos solutos inorganicos e organicos e no
nitrogénio total em folhas e raizes de plantas de milho inoculadas com T. asperelloides
e expostas ao aluminio. Sementes de milho foram germinadas e entdo transplantadas
em vasos contendo areia lavada e autoclavada. No transplante, a inoculacéo foi
realizada, separadamente, com os isolados TO1l, T02, T74, T76 ou T96 de T.
asperelloides. ApGs apresentarem seis folhas desenvolvidas, as plantas de milho
foram estressadas com solucdo adicionada de cloreto de aluminio nas seguintes
concentracoes: 0, 50, 100, 150 e 200 uM de AICIs. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x 5 + 1, sendo cinco niveis de AICls,
cinco isolados fungicos e um controle absoluto (planta ndo inoculada). Os niveis de
compostos inorganicos e organicos foram alterados significativamente nas plantas
inoculadas e expostas ao aluminio. Verificou-se incremento nos teores de aménia e
sédio nas raizes de plantas inoculadas com T. asperelloides, enquanto que o teor de
potassio foi superior nas plantas inoculadas em relagéo as plantas ndo inoculadas,
com destaque para plantas inoculadas com isolados TO1 e T76. Houve incremento
significativo na concentracdo de aminoécidos soluveis totais, prolina livre e
carboidratos solUveis totais nas plantas inoculadas em resposta ao aluminio. O teor
de proteinas solluveis, amido e de nitrogénio total foi superior nas plantas inoculadas,
principalmente quando os isolados TO1, T76 e T96 foram utilizados. Conclui-se que a
inoculagdo com T. asperelloides, com destaque para os isolados TO1, T76 e T96, alivia
os efeitos negativos do aluminio nas plantas de milho por induzir alteracbes
significativas na concentracdo de compostos inorganicos e organicos que contribuem

com o custo energético do enfrentamento do estresse.

Palavra-chave: Solutos compativeis, microrganismo benéfico, metais pesados, milho.
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ABSTRACT

Trichoderma is a beneficial microorganism capable of promoting plant growth and
mitigating situations of biotic and abiotic stresses. The present study aimed to evaluate
the changes in inorganic and organic solutes and total nitrogen in leaves and roots of
maize plants inoculated with T. asperelloides and exposed to aluminum. Maize seeds
were germinated and then transplanted in pots containing washed and autoclaved
sand. In the transplant, the inoculation was performed, separately, with isolates TO1,
T02, T74, T76 or T96 from T. asperelloides. After presenting six developed leaves, the
plants were stressed with a solution of aluminum chloride in the following doses: 0, 50,
100, 150 and 200 uM of AICls. The experimental design was completely randomized
ina5 x5 + 1 factorial scheme, with five levels of AICls, five fungal isolates and one
absolute control (uninoculated plant). The levels of inorganic and organic compounds
were significantly altered in inoculated plants exposed to aluminum. There was an
increase in the ammonia and sodium contents in the roots of T. asperelloides
inoculated plants, while the potassium content was higher in inoculated plants. In
relation to uninoculated plants, especially plants inoculated with isolates TO1 and T76.
There was a significant increase in the concentration of total soluble amino acids, free
proline and total soluble carbohydrates in inoculated plants in response to aluminum.
Soluble protein, starch and total nitrogen content was higher in inoculated plants,
especially when isolates TO1, T76 and T96 were used. In conclusion, inoculation with
T. asperelloides, with emphasis on isolates TO1, T76 and T96, alleviates the negative
effects of aluminum on maize plants by inducing significant changes in the
concentration of inorganic and organic compounds that contribute to the energy cost

of maize in coping with stress.

Keyword: Compatible solutes, beneficial microorganism, heavy metals.
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1. INTRODUCAO

Os estresses abioticos, tais como seca, salinidade, frio, calor e excesso de
aluminio, sdo variacbes ambientais complexas que restringem a producao agricola no
mundo (PANDEY et al., 2019). O aluminio (Al) € um metal presente no solo e o terceiro
elemento mais abundante na crosta terrestre e, quando se apresenta em quantidades
excessivas, provoca inibicdo no crescimento das plantas — principalmente em solos
acidos (CHOUDHURY; SHARMA, 2014; KARAK et al., 2015; MUHAMMAD et al.,
2019). Em todo mundo, cerca de 50% das terras ardveis sao acidas e 67% destes
solos encontram-se com problemas de toxicidade por aluminio (LIN et al., 2012;
SCHMITT et al., 2016) que pode causar perdas de 25 a 80% no rendimento agricola
dependendo da espécie vegetal (SADE et al., 2016).

A rizosfera € uma porcdo do solo onde importantes associa¢des simbidticas
sdo estabelecidas. E na rizosfera que microrganismos benéficos sdo recrutados,
através dos sinais secretados pelas raizes, na busca de aumentar a resisténcia ou
tolerdncia aos estresses bibticos ou abidticos e, portanto, estimular o crescimento e
desenvolvimento vegetal (ROMAGNOLI; ANDREOTE, 2016; ZHANG et al., 2017). Os
fungos do género Trichoderma sado microrganismos com propriedades benéficas para
as espécies vegetais. Segundo Verma et al. (2016), a presenca do Trichoderma
estimula a taxa fotossintética e induz incremento na biomassa vegetal através da
liberacdo de fitormbnios e aprimoramento dos sistemas de defesa das plantas as
condi¢cdes ambientais adversas. Além disso, liberam compostos organicos volateis
gue permitem melhor assimilacdo de agua e nutrientes (NIETO-JACOBO et al., 2017).

A inoculacdo com T. harzianum induz diferencas significativas no crescimento
da parte aérea e raizes de plantas de alho e cebola e ainda o controle da podridao-
branca (VALADARES-INGLIS et al., 2018). O tratamento das sementes de
morangueiro com Trichoderma proporcionou o maior acumulo de biomassa fresca e
seca e incremento no didmetro do coroa dos frutos (RICHTER et al., 2019), enquanto
que a inoculacdo com Trichoderma favorece a emergéncia de sementes e o
crescimento de espécies arboreas florestais (JUNGES et al, 2016) e o
desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular de gramineas (BORTOLIN et
al., 2019). Estes estudos relatam efeitos positivos da inoculacdo com Trichoderma em
condicOes nao estressantes, entretanto seu papel mitigador de situacdes de estresses

abidticos ainda é insipiente.
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Os fungos do género Trichoderma sao capazes de liberar fitorménios, tais como
auxinas e giberelinas (MARTINEZ-MEDINA et al., 2014) e de solubilizar fosfato
(OLIVEIRA et al., 2012; FRANCA et al., 2017). Além disso, estes fungos apresentam
capacidade de atuar como eficazes biosorventes metalicos (MALDANER et al., 2019)
e, portanto, sdo especialmente interessantes no cultivo de plantas em solos &cidos e
contaminados por metais pesados (MISHRA et al., 2017). Considerando a importancia
do Trichoderma e a crescente busca de alternativas ecologicamente corretas que
mitiguem situacdes estressantes, o presente estudo objetivou avaliar as alteracdes na
concentracdo de solutos inorganicos e organicos e no teor de nitrogénio total em
folhas e raizes de plantas de milho inoculadas com T. asperelloides e expostas a

niveis crescentes de aluminio.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de implantacao do experimento

O experimento foi implantado e conduzido em condi¢cdes de casa de vegetacao do

Departamento de Biologia do Centro de Ciéncias da Natureza (UFPI; Teresina/Pl).

2.20btencao dos microrganismos e preparo do inoculante

Os isolados de Trichoderma asperelloides (TO1, T02, T74, T76 e T96) utilizados
neste estudo foram obtidos do acervo de microrganismos da empresa JCO Industria
e Comércio de Fertilizantes (Barreiras/BA) (Tabela 1). Os isolados foram crescidos
em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) por sete dias (28 °C). Apds as colonias
fungicas atingirem o méaximo de crescimento, foi adicionado 4gua destilada estéril as
placas de Petri e os conidios foram suspensos e entdo a suspensao conidial foi
filtrada. Finalmente, a concentracdo do inoculante fungico de cada isolado de T.
asperelloides foi padronizado para 10° conidios mL™.

Tabela 1. InformagOes gerais acerca dos isolados de Trichoderma asperelloides
selecionados para o presente estudo.

Isolados Hospedeiro e/ou substrato Local de coleta
TO1 Endofitico de bananeira Bom Jesus da Lapa/BA
T02 Endofitico de bananeira Bom Jesus da Lapa/BA
T74 Solo com cultivo de soja Brasilia/DF
T76 Solo com cultivo de hortalicas Piracicaba/SP
T96 Solo com cultivo de milheto Urugui/PI
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2.3Conducdo e coleta dos dados

Sementes de milho, gendtipo AG-1051, foram desinfestadas com hipoclorito de
sédio a 2% (60”) e, posteriormente, lavadas com agua destilada. Apds desinfestadas,
as sementes foram semeadas em placas de Petri contendo papel de filtro umedecido
e mantidas em céamara de crescimento (27 °C) até a protrusdo da radicula
(germinacédo). Apos germinadas, as sementes foram cuidadosamente transferidas
para vasos contendo 3,5 kg de areia lavada (pH 6,5) e autoclavada (120 °C; 101 kPa,;
1 h) e entdo inoculadas no sulco de plantio, separadamente, com 1,0 mL do inoculante
fungico de cada isolado de T. asperelloides (T0O1, TO2, T74, T76 ou T96).

Durante o periodo experimental, as plantas foram irrigadas, de forma alternada,
com agua destilada autoclavada e solugéo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) com
pH 6,5. A aplicacdo da solucéo nutritiva se deu a cada dois dias e foi aplicada até
ocorrer a drenagem na parte inferior do vaso visando garantir a total percolacdo da
solucao nutritiva. Quando as plantas estavam no estagio fenolégico V6 (seis folhas
desenvolvida), realizou-se a aplicacao do estresse por aluminio. Neste momento, as
plantas passaram a ser irrigadas com agua destilada autoclavada ou solucao nutritiva
adicionada de cloreto de aluminio (AICls) nas seguintes concentra¢gfes: 0, 50, 100,
150 e 200 pM durante sete dias. Aos 35 dias ap0s a inoculacdo, procedeu-se a coleta
do material vegetal e amostras de folhas e raizes frescas foram coletadas, congeladas
em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80 °C até o momento das analises.

Apo6s a obtencdo do extrato aquoso (em banho-maria a 95 °C), aliquotas do
extrato foram utilizados para determinar a concentracdo de carboidratos sollveis
totais e amido (DUBOIS et al., 1956), sacarose (VAN HANDEL, 1968), aminoacidos
soluveis totais (YEMM; COCKING, 1955), prolina livre (BATES et al., 1973) e proteinas
soluveis totais (BRADFORD, 1976). Além disso, também foram mensurados os niveis
dos ions aménia livre (WEATHERBURN, 1967), nitrato (CATALDO et al., 1975), sodio
e potassio (SARRUGE; HAAG, 1974). O nitrogénio total foi quantificado apés a

mineralizacdo das amostras vegetais em meio acido (BAETHGEN; ALLEY, 1989).

2.4Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
5 x 5 + 1, sendo cinco niveis de cloreto de aluminio (0 a 200 uM de AICI3), cinco

inoculantes fungicos e um controle absoluto (planta ndo inoculada), com cinco
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repeticdes. A unidade experimental foi composta de um vaso contendo uma planta de
milho. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), precedido
de teste F, ao nivel de 5% de probabilidade. Para avaliar o efeito das doses crescentes
do cloreto de aluminio, utilizou-se analise de regressdo (linear ou polinomial),
enquanto que os isolados foram testados, em cada nivel, pelo teste de Duncan ao
nivel de 5% de probabilidade. Adicionalmente, as plantas inoculadas com
T. asperelloides foram comparadas com o controle absoluto (plantas ndo inoculadas)
na auséncia do aluminio (nivel zero). Todas as analises estatisticas foram realizadas

utilizando o programa estatistico R Studio 3.5 (pacote Agriolae).

3. RESULTADO E DISCUSSAO

3.1Solutos inorganicos

Plantas de milho apresentaram alteragOes significativas na concentracdo dos
ions amdnia, nitrato, sddio e potassio em resposta a inoculagdo com T. asperelloides
e a exposicdo aos niveis crescentes de aluminio (Figura 1-4). De modo geral, foi
possivel notar que a concentragdo de amonia livre foi aumentada na parte aérea de
plantas de milho inoculadas com T. asperelloides em reposta aos niveis crescentes
de aluminio, principalmente quando os isolados T02 ou T76 de T. asperelloides foram
utilizados (Figura 1A). A concentracdo de amonia livre na parte aérea das plantas de
milho inoculadas com T. asperelloides foi inferior ao registrado nas plantas néo
inoculadas (Figura 1A) e isto indica que estas plantas acumularam mais amoénia em
seus compartimentos foliares. Ja a reducdo na concentracdo de amonia livre pode
estar relacionada ao incremento do uso deste ion na sintese de aminoacidos e
proteinas (RODRIGUES et al., 2013).

Nota-se que a concentracdo de amonia livre foi superior nas raizes em relagéo
ao quantificado na parte aérea das plantas inoculadas com T. asperelloides e
submetidas aos niveis crescentes de aluminio. As plantas de milho inoculadas com o
isolado T96 de T. asperelloides exibiram maiores valores da concentracado de amonia
livre, enquanto que os menores valores foram registrados nas plantas inoculadas com
T. asperelloides T74 (Figura 1B). De modo geral, a concentracdo de amonia livre nas
raizes das plantas inoculadas com os isolados TO1, T74 e T76 foi incrementada em

resposta ao aluminio, enquanto que nas plantas inoculadas com os isolados T02 ou
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T96 de T. asperelloides houve uma resposta negativa da concentracao radicular de
amonia livre frente ao incremento nos niveis de aluminio (Figura 1B). E possivel que
o acumulo dos ions amonia apresente efeito mitigador da toxicidade ao aluminio,
possivelmente devido a diminuicdo do acumulo de aluminio nas raizes e pelas
mudancas nas propriedades da parede celular, tal como observado por Zhao et al.

(2013) em plantas de arroz.
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Figura 1. Concentracdo de amonia livre em folhas (A) e raizes (B) de plantas de milho inoculadas com
Trichoderma asperelloides (isolados T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas a niveis crescentes de
aluminio (0 a 200 uM de AICls). Letras minlsculas iguais indicam que nédo houve diferenca significativa
entre as plantas ndo inoculadas (NI) e as plantas inoculadas com T. asperelloides na auséncia do
aluminio, enquanto que as letras mailsculas iguais indicam que nao houve diferenca significativa entre
as plantas inoculadas com T. asperelloides em cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

Amonia livre
(umol g™ MF)
(]

Apbs absorvido pelas raizes, os ions nitrato devem ser reduzidos a ions aménio
para serem incorporados em indmeros compostos organicos (MAO et al., 2014). Neste
estudo, foi observada alteracées na concentracao de nitrato na parte aérea e raizes
de plantas de milho inoculadas com T. asperelloides em resposta aos niveis
crescentes de aluminio, principalmente nas plantas inoculadas com T. asperelloides
TO02 (Figura 2). As plantas de milho inoculadas com o isolado T74 de T. asperelloides
apresentaram os maiores valores de nitrato em relagdo aos demais tratamentos e as
plantas ndo inoculadas no controle, enquanto que 0s menores valores foram

registrados nas plantas inoculadas com T. asperelloides T76 (Figura 2A). Plantas
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tolerantes ao aluminio que crescem em solos acidos preferem captar ions amonio que
ions nitrato, enquanto as que crescem em solos neutros ou calcéarios e sao sensiveis
ao aluminio e preferem nitrato ao invés de aménio (MAATHUIS, 2009; ZHAO et al.,
2013). A absorcao de ions nitrato pelas raizes € acompanhada pela liberacdo de
protons e diminui o pH na rizosfera (SCHUBERT; YAN, 1997).
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Figura 2. Concentracdo de nitrato em folhas (A) e raizes (B) de plantas de milho inoculadas com
Trichoderma asperelloides (isolados TO1, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas a niveis crescentes de
aluminio (0 a 200 uM de AICI3). Letras minUsculas iguais indicam que nédo houve diferenca significativa
entre as plantas ndo inoculadas (NI) e as plantas inoculadas com T. asperelloides na auséncia do
aluminio, enquanto que as letras mailsculas iguais indicam que nao houve diferenca significativa entre
as plantas inoculadas com T. asperelloides em cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

A concentracdo de nitrato na parte aérea de plantas de milho inoculadas com
os isolados T02 e T96 foi aumentada em resposta as doses crescentes de aluminio,
enquanto que nas plantas inoculadas com o isolado T74 houve reducéo polinomial (R?
= 0,85) neste parametro (Apéndice 4). Quando 150 uM de AICls foi aplicado, as plantas
inoculadas com o isolado T74 apresentaram acréscimo de 99% na concentracdo de
nitrato nas raizes e houve reducéo de 36% na concentracdo deste composto na parte
aérea — ambos comparados com as plantas inoculadas com o isolado T74 e nédo
expostas ao aluminio (Figura 2B). Adicionalmente, foi possivel observar incremento
de 200% na concentracdo de nitrato nas raizes das plantas inoculadas com o isolado

TO1 e submetidas a 200 uM de AICI3 em relagéo a plantas na auséncia de aluminio.
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Conforme mostrado na figura 3, as plantas inoculadas com T. asperelloides
apresentaram maior teor de sodio nas raizes em relacdo a parte aérea e a
concentracdo deste ion pouco alterada na parte aérea em resposta ao aluminio. No
geral, as plantas inoculadas com o isolado TO1 apresentaram 0s maiores valores
médios do teor de sddio em relacdo aos demais tratamento em cada nivel de aluminio
aplicado (Figura 3A). Nas raizes, o teor de sodio foi aumentado em resposta a doses
crescentes de aluminio, exceto nas plantas inoculadas com o isolado T02, T76 e T96.
As plantas inoculadas com o isolado T96 que apresentaram aumento linear (R>=0,87)
no teor de sédio em suas raizes e, quando expostas a 200 uM de AICls, foi possivel
observar incremento de 160% no teor deste ion nas raizes em relacdo as plantas

inoculadas com este isolado e ndo expostas ao aluminio (Figura 3B; Apéndice 4).
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Figura 3. Teor de sédio em folhas (A) e raizes (B) de plantas de milho inoculadas com Trichoderma
asperelloides (isolados T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas a niveis crescentes de aluminio (0 a
200 pM de AICIs). Letras minuUsculas iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre as
plantas ndo inoculadas (NI) e as plantas inoculadas com T. asperelloides na auséncia do aluminio,
enguanto que as letras mailsculas iguais indicam que néo houve diferenca significativa entre as plantas
inoculadas com T. asperelloides em cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

O ion s6dio € um nutriente importante para plantas com metabolismo
fotossintético C4, tais como o milho e cana-de-acucar, e contribui para manutencéo
da pressdo osmotica celular (FAQUIN, 2005). Analisando as plantas com e sem

inoculacéo, observou-se que as plantas inoculadas com o isolado TO1 apresentaram
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teor de sodio superior aos demais tratamentos na parte aérea (Figura 3A). Em
contrapartida, as plantas inoculadas com T. asperelloides apresentaram valores de
teor de sodio inferiores ao registrado para as plantas ndo inoculadas. As plantas
inoculadas com o isolado TO2 e submetidas a 150 uM de AICIz apresentaram 0s
maiores valores do teor de sédio entre as plantas inoculadas T. asperelloides,
enquanto que as plantas inoculadas com T96 e expostas a 200 uM de AICIz se

destacaram entre as demais plantas inoculadas no mesmo nivel de aluminio aplicado.
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Figura 4. Teor de potassio em folhas (A) e raizes (B) de plantas de milho inoculadas com Trichoderma
asperelloides (isolados T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas a niveis crescentes de aluminio (0 a
200 pM de AICIs). Letras minuUsculas iguais indicam que n&o houve diferenca significativa entre as
plantas n&o inoculadas (NI) e as plantas inoculadas com T. asperelloides na auséncia do aluminio,
enguanto que as letras mailsculas iguais indicam que n&o houve diferenca significativa entre as plantas
inoculadas com T. asperelloides em cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

Potassio
(umol g™ MF)

As plantas de milho inoculadas com os isolados TO1 e T74 e submetidas a
niveis crescentes de aluminio apresentaram teor de potassio na parte aérea superior
ao registrado quando as plantas ndo foram expostas ao aluminio (Figura 4A). Ja nas
raizes, o teor de potassio foi aumentado nas plantas inoculadas com os isolados T02
com o incremento nos niveis de aluminio (Figura 4B; Apéndice 4). Em plantas de
mostarda inoculadas com T. harzianum e cultivadas em condi¢cdes de salinidade,
ocorre aumento na concentracdo de ions potassio juntamente com reducéo no teor

de ions sodio (AHMAD et al., 2015). O uso de microrganismos endofiticos causa
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melhoria no crescimento de plantas submetidas ao estresse salino e isto tem sido
relacionado, pelo menos em parte, a diminuicdo do acumulo de sodio (HAJIBOLAND
et al., 2010; AHMAD et al., 2015).

A concentracao do ion potassio na parte aérea e raizes de plantas de milho
inoculadas com T. asperelloides foi superior ao registrado nas plantas néo inoculadas,
com destaque para as plantas inoculadas com os isolados TO1 e T76 para a parte
aérea e plantas inoculadas com T96 para as raizes (Figura 4). Estas respostas podem
estar associadas com a importancia e atuagcdo do ion potassio em diversas fungdes
metabdlicas nas plantas, principalmente em plantas C4, podendo ser encontrado no
citoplasma celular, participar da regulacdo da abertura e fechamento dos estématos,
da fotossintese, da sintese de proteinas, na ativacdo de enzimas e ainda contribuir
para o particionamento de carboidratos, tais como sacarose, através dos diferentes
orgaos vegetais (SOUSA et al., 2014).

3.2Compostos nitrogenados e de carbono

Foram registradas alteracdes significativas na concentracdo de aminoacidos
sollveis totais, prolina livre, proteinas sollveis totais, nitrogénio total, carboidratos
soluveis totais, sacarose e amido (Figuras 5 a 11) nas folhas e raizes de plantas de
milho em resposta a inoculagdo com T. asperelloides e a exposicdo aos niveis
crescentes de aluminio. A exposicdo aos niveis crescentes de aluminio induziu
reducdo na concentragdo de aminoacidos sollUveis totais na parte aérea de plantas
inoculadas com T. asperelloides TO1 e T74 (Figura 5A). As plantas inoculadas com
T02 e T76 apresentam aumento na concentragdo de aminoacidos soluveis totais
guando expostas aos niveis mais altos de aluminio (Figura 5A; Apéndice 4). Em
relacdo as plantas ndo inoculadas, registrou-se maiores valores de aminoé&cidos
sollveis totais na parte aérea de plantas inoculadas com TO1 e nas raizes de plantas
inoculadas com T96 (Figura 5). A concentragdo de aminoacidos sollveis totais nas
raizes de plantas inoculadas com T96 e ndo expostas ao estresse por aluminio foi
121% superior que o registrado para as plantas nao inoculadas (Figura 5B).

O aumento na concentracao de aminoacidos sollveis totais, principalmente de
prolina livre, também observado em situacdes de seca, pode ser decorrente da
diminuicdo da sintese proteica ou de uma maior degradacdo de proteinas e pode

ajudar a diminuir efeitos negativos do déficit hidrico sobre as plantas (CATALA et al.,
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2007; KAUR; ASTHIR, 2015). Em muitas plantas, a prolina livre € acumulada em
resposta a exposicdo as adversidades bidticas ou abidticas, sendo este acumulo
associado a tolerancia ao estresse (AHMAD et al., 2015). A prolina livre pode servir
como fonte de carbono e nitrogénio para crescimento apds alivio do estresse uma vez
que pode contribuir para a sintese de proteinas e outros importantes compostos
nitrogenados (REJEB et al., 2014; NAHAR et al., 2016). Desta forma, a concentragcao
de prolina livre pode ser um importante parametro para a selecdo de plantas
resistentes aos estresses abidticos (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008; HASHEM et
al., 2015).
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Figura 5. Aminodacidos sollveis totais em folhas (A) e raizes (B) de plantas de milho inoculadas com
Trichoderma asperelloides (isolados T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas a niveis crescentes de
aluminio (0 a 200 puM de AICIs). Letras minusculas iguais indicam que ndo houve diferenca significativa
entre as plantas ndo inoculadas (NI) e as plantas inoculadas com T. asperelloides na auséncia do
aluminio, enquanto gque as letras mailsculas iguais indicam que néo houve diferenca significativa entre
as plantas inoculadas com T. asperelloides em cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

No presente estudo, as plantas de milho inoculadas com os isolados TO1, T74
e T96 apresentaram diminuicdo na concentracao de prolina livre na parte aérea e nas
raizes em resposta aos niveis crescentes de aluminio (Figura 6A), enquanto que as
plantas inoculadas com o isolado T76 apresentaram aumento nos niveis deste soluto
tanto na parte aérea como nas raizes (Figura 6). A reducao nos niveis de prolina livre

também foi registrada nas raizes de plantas inoculadas com T. asperelloides em
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relacéo as plantas ndo inoculadas (Figura 6B). Adicionalmente, as plantas inoculadas
com o isolado TO1 e ndo submetidas ao aluminio apresentaram incremento de 402%
na prolina livre na parte aérea em relacdo as plantas ndo inoculadas nas mesmas
condi¢des. Igualmente ao registrado neste estudo, redu¢cdes na prolina livre também
foram observadas em plantas inoculadas com bactérias benéficas e crescidas em
ambiente estressado com metal pesado (MITRA et al., 2018; PRAMANIK et al., 2018).
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Figura 6. Concentragdo de prolina livre em folhas (A) e raizes (B) de plantas de milho inoculadas com

Trichoderma asperelloides (isolados T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas a niveis crescentes de

aluminio (0 a 200 uM de AICls). Letras minlsculas iguais indicam que nao houve diferenca significativa

entre as plantas nao inoculadas (NI) e as plantas inoculadas com T. asperelloides na auséncia do

aluminio, enquanto que as letras mailsculas iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre
as plantas inoculadas com T. asperelloides em cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

No geral, tem sido relatado na literatura que elevados teores de prolina livre
atenuam os efeitos do estresse hidrico uma vez que este composto tem mdultiplas
funcbes, facilita a absorcdo de &gua, contribui para a manutencdo do equilibrio
osmoético, melhora as atividades das enzimas antioxidativas protegendo do estresse
oxidativo e mantem a integridade de membranas e proteinas (SIGNORELLI et al.,
2014; IQBAL et al., 2015). No presente estudo, a concentragdo de proteinas soluveis
na parte aérea foi aumentada linearmente nas plantas inoculadas com os isolados
T74 (R? = 0,72) e T76 (R? = 0,67) em resposta aos niveis crescentes de aluminio

(Figura 7A; Apéndice 4). Nas raizes, foi observado reducdo linear (R? = 0,78) na

62



concentracao de proteinas sollveis nas plantas inoculadas com o isolado T96 (Figura
7B; Apéndice 4). Estas plantas apresentaram reducao de 53% nos niveis de proteinas
solaveis quando expostas a 200 puM de AICIs em comparagdo com as plantas

inoculadas com este isolado e ndo expostas ao aluminio (Figura 7B).
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Figura 7. Concentragdo de proteinas sollveis em folhas (A) e raizes (B) de plantas de milho inoculadas
com Trichoderma asperelloides (isolados T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas a niveis crescentes
de aluminio (0 a 200 pM de AICI3). Letras minusculas iguais indicam que ndo houve diferenca
significativa entre as plantas néo inoculadas (NI) e as plantas inoculadas com T. asperelloides na
auséncia do aluminio, enquanto que as letras mailsculas iguais indicam que n&do houve diferenca
significativa entre as plantas inoculadas com T. asperelloides em cada nivel de aluminio (Teste de
Duncan; p < 0,05).

Ao analisar o efeito da inoculagcdo com Trichoderma e da aplicagédo de aluminio,
foi possivel notar que plantas inoculadas com T02, T74 e T96 apresentaram respostas
negativas no teor de nitrogénio na parte aérea (Figura 8A). De modo geral, as plantas
inoculadas apresentaram teor de nitrogénio na parte aérea superior ao observado
para as plantas ndo inoculadas nas mesmas condi¢cbes experimentais e as plantas
inoculadas com T74 e T76 se destacaram entre os demais tratamentos. As plantas
inoculadas com o isolado TO1 apresentaram maior teor de nitrogénio na parte aérea
quando submetido a 100 uM de AICIz e reducdo de 41% neste pard@metro quando a
dose 200 pM de AICIs foi aplicada — ambos quando comparadas as plantas inoculadas

e cultivadas na auséncia de aluminio (Figura 8A).
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Figura 8. Teor de nitrogénio total em folhas (A) e raizes (B) de plantas de milho inoculadas com
Trichoderma asperelloides (isolados T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas a niveis crescentes de
aluminio (0 a 200 uM de AICls). Letras minlsculas iguais indicam que nédo houve diferenca significativa
entre as plantas ndo inoculadas (NI) e as plantas inoculadas com T. asperelloides na auséncia do
aluminio, enquanto que as letras mailsculas iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre
as plantas inoculadas com T. asperelloides em cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

Quando as raizes de plantas de milho inoculadas com Trichoderma foram
analisadas, notou-se que as plantas inoculadas com os isolados TO2 ou T74 exibiram
incremento no teor de nitrogénio neste 6rgao (Figura 8B). Pode-se afirmar que a
inoculagcdo com T. asperelloides induz aumento nos teores de nitrogénio radicular,
exceto nas plantas inoculadas com o isolado T96 que apresentaram teor radicular de
nitrogénio superior quando as plantas ndo foram expostas ao aluminio. As plantas
inoculadas com o isolado T74 apresentaram maior teor de nitrogénio quando as
plantas foram cultivadas na presenca de 50 e 150 pM de AICIs. Esses resultados
corroboram com aqueles obtidos por Harman (2000), o qual registrou que plantas de
milho inoculadas com T. harzianum apresentaram maior a absorcéo de nitrogénio em
condi¢cbes de campo. Segundo Courty et al. (2015), o estabelecimento de relagbes
mutuamente simbidticas benéficas entre plantas e microrganismos presentes no solo,
tal como observado entre plantas de milho e T. asperelloides, séo eficientes para
garantir o aporte de nitrogénio para as plantas.

Os solutos compativeis, com destaque para aminoacidos hidrossolaveis e

carboidratos, ndo interferem nas reacfes bioquimicas a nivel celular quando
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acumulados no citosol (BENDALY et al., 2016) e atuam protegendo membranas
biolégicas e outras estruturas subcelulares e também importantes compostos
organicos, tais como enzimas e proteinas (SLAMA et al., 2015). No presente estudo,
foi possivel observar que houve acréscimo na concentragédo de carboidratos soluveis
totais em reposta aos niveis crescentes de aluminio na parte aérea das plantas
inoculadas com o isolado T74 (Figura 9A). As plantas inoculadas com os isolados T74
de T. asperelloides exibiram acréscimo de 54% quando expostas a 200 uM de AICl3

em relacdo as plantas inoculadas e ndo expostas ao aluminio.
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Figura 9. Concentracéo de carboidratos soluveis totais em folhas (A) e raizes (B) de plantas de milho
inoculadas com Trichoderma asperelloides (isolados T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas a niveis
crescentes de aluminio (0 a 200 uM de AICIz). Letras minUsculas iguais indicam que ndo houve
diferenca significativa entre as plantas ndo inoculadas (NI) e as plantas inoculadas com T. asperelloides
na auséncia do aluminio, enquanto que as letras mailsculas iguais indicam que ndo houve diferenca
significativa entre as plantas inoculadas com T. asperelloides em cada nivel de aluminio (Teste de
Duncan; p < 0,05).

Registrou-se maior concentracdo de carboidratos sollveis totais na parte aérea
das plantas inoculadas com T. asperelloides e ndo expostas ao aluminio nas raizes
em comparacdo com plantas ndo inoculadas nas mesmas condi¢cdes, com destaque
para as plantas inoculadas os isolados T76 e T96 (Figura 9A). Ja nas raizes, as
plantas ndo inoculadas e n&o expostas ao aluminio apresentaram menor

concentracdo de carboidratos sollveis totais em relacédo as plantas inoculadas com T.
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asperelloides nas mesmas condi¢cdes e as plantas inoculadas com T. asperelloides
T96 se destacaram entre os demais tratamentos (Figura 9B). O aumento na
concentracdo de carboidratos sollveis tem papel fundamental na regulacdo osmotica
e manutencao dos niveis de agua nas folhas (PARIDA et al., 2005) uma vez que isto
afeta diretamente processos de ajustamento fisiolégico e levam a reducdo no
potencial osmoético visando manter a captacdo de agua por parte das plantas
(OLIVEIRA NETO, 2008).
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Figura 10. Concentracéo de sacarose em folhas (A) e raizes (B) de plantas de milho inoculadas com
Trichoderma asperelloides (isolados T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas a niveis crescentes de
aluminio (0 a 200 uM de AICls). Letras minlsculas iguais indicam que nédo houve diferenca significativa
entre as plantas nao inoculadas (NI) e as plantas inoculadas com T. asperelloides na auséncia do
aluminio, enquanto que as letras mailsculas iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre
as plantas inoculadas com T. asperelloides em cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

Segundo Martinez et al. (2007), aumentos no contetdo de carboidratos sollveis
em plantas sob estresse estdo associados com a diminui¢cdo do conteudo intracelular
de amido e aumento no fluxo de carboidratos mais simples, como sacarose e trealose.
Neste estudo, registrou-se reducdo na concentracao de sacarose na parte aérea das
plantas de milho inoculadas com o isolado TO1, T76 ou T96 em resposta ao aumento
dos niveis de aluminio (Figura 10A). A concentracdo de sacarose foi reduzida

linearmente na parte aérea das plantas de milho inoculadas com o isolado T01 (R? =
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0,78) ou T96 R? = 0,93) em resposta ao estresse por aluminio (Figura 10A; Apéndice
4). Analisando as raizes, registrou-se incremento na concentracao de sacarose nas
plantas inoculadas com T. asperelloides, destacando-se nas plantas inoculadas com
0 isolado T96 (Figura 10B). Em relacdo as plantas ndo inoculadas, as plantas
inoculadas com o isolado T96 apresentaram incremento de 129% na concentracao de
sacarose na parte aérea. Adicionalmente, as plantas inoculadas com o isolado T74
apresentaram maior teor de sacarose nas raizes e exibiram acréscimo de 262% em
comparacao as plantas ndo inoculadas (Figura 10).

Os carboidratos, principalmente sacarose e amido, S0 0s principais produtos
finais da fotossintese e seus niveis podem ser afetados por varios tipos de situacdes
estressantes. No presente estudo, nota-se que houve reducédo na concentracao de
amido na parte aérea das plantas inoculadas com T. asperelloides TO1, T76 e T96 em
resposta ao aumento nas doses de aluminio (Figura 11A). Registrou-se maior
concentracdo de amido na parte aérea das plantas de milho na presenca do aluminio
e submetidas a inoculacéo no isolado T02 quando a dose 200 uM de AlClsfoi aplicada,
ja nas plantas inoculadas com T. asperelloides T74 houve acréscimo na concentracao
e amido quando expostas a 50, 100 e 150 pM de AICls. Nas plantas inoculadas com
T. asperelloides T76 houve aumento expressivo nesse parametro quando submetido
a dose de 50 uM de AICIs (Figura 11A).

Nas plantas inoculadas com o isolado TO2 e expostas a 200 pM de AICls
registrou-se concentracdo de amido similar as plantas inoculadas e ndo expostas ao
aluminio (Figura 11B). A concentracdo de amido na parte aérea foi superior nas
plantas inoculadas com o isolado T76, enquanto que nas raizes a concentracdo deste
acucar foi superior nos isolados TO2 ou T76 — ambos em relagcdo as plantas nao
inoculadas e néo expostas ao aluminio. O amido pode desempenhar um papel central
no metabolismo de carbono uma vez que sua degradacdo em plantas expostas ao
estresse, tal como o estresse por aluminio, pode fornecer aglcares mais simples
capazes de contribuir na manutencdo do equilibrio osmaético, de atuar como
componentes estruturais da célula e ainda de agir como moléculas sinalizadoras para

regular varias vias metabdlicas importantes (ROSA et al., 2009).
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Figura 11. Concentracdo de amido em folhas (A) e raizes (B) de plantas de milho inoculadas com
Trichoderma asperelloides (isolados TO1, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas a niveis crescentes de
aluminio (0 a 200 uM de AICIs3). Letras minUsculas iguais indicam que ndo houve diferenca significativa
entre as plantas ndo inoculadas (NI) e as plantas inoculadas com T. asperelloides na auséncia do
aluminio, enquanto que as letras mailsculas iguais indicam que nao houve diferenca significativa entre
as plantas inoculadas com T. asperelloides em cada nivel de aluminio (Teste de Duncan; p < 0,05).

3.3Andlise final dos dados obtidos

A andlise de componentes principais, mostrada na figura 12, permitiu separar
0s grupos de plantas avaliadas no presente estudo. No controle, os dois componentes
principais foram responsaveis por explicar 48% da variacdo observada nos dados
obtidos, sendo o valor de carboidratos solUveis totais responsavel pelas variacbes
observadas no componente 1, onde as plantas inoculadas com T. asperelloides T76
e T96 se destacaram. No componente 2 da analise de componentes principais dos
resultados obtidos na parte aérea, houve destaque para os teores de potassio e neste
componente as plantas ndo inoculadas e as plantas inoculadas com T. asperelloides
TO1 destacaram-se negativamente e positivamente, respectivamente (Figura 12A). As
plantas ndo inoculadas apresentaram os menores valores médios teores de potéssio,
dentre outros parametros avaliados, e, portanto, se diferenciaram dos demais
tratamentos. Estes resultados evidenciam o papel benéfico da inoculacdo no

desenvolvimento da parte aérea das plantas de milho.
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Figura 12. Analise de componentes principais das variaveis bioquimicas analisadas em folhas (A) e
raizes (B) de plantas de milho inoculadas com Trichoderma asperelloides (isolados T01, T02, T74, T76
ou T96) e submetidas a niveis crescentes de aluminio (0 a 200 uM de AICIz). Em destaque, as plantas
nao inoculadas (NI).

Analisando os dados obtidos nas raizes, registrou-se que 0s dois componentes
principais foram responsaveis por explicar cerca de 50% da variacdo observada
(Figura 12B). Os valores de amoénia livre foram responsaveis pelas variagbes
observadas no componente 1, enquanto que os valores de sacarose foram
influenciadores da distribuicdo encontrada no componente 2. Analisando o
componente 1 da analise de componentes principais dos resultados obtidos nas
raizes, observa-se que as plantas inoculadas com o isolado TO1 de T. asperelloides
se destacaram neste componente. De fato, estas plantas apresentaram incremento
significativo na aménia livre em suas raizes quando expostas a niveis crescentes de
aluminio em relacdo ao controle (Figura 1B). Em relacdo ao componente 2, houve um
destaque positivo para as plantas inoculadas com os isolados T74 e T96 de T.
asperelloides.

Corroborando os dados apresentados no componente 2 da analise de
componentes principais dos resultados obtidos nas raizes, as plantas de milho
inoculadas com T. asperelloides T74 e T96 apresentaram os maiores valores de
sacarose nas suas raizes — principalmente nas plantas inoculadas com T.
asperelloides T96 e expostas a 200 uM de AICls. Igualmente ao observado para os
dados de parte aérea, as plantas ndo inoculadas se diferenciaram dos demais

tratamentos por apresentarem variagcbes negativas nas variaveis analisadas. Os
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dados mostrados na andlise de componentes principais evidenciam o carater positivo
da inoculacdo no desenvolvimento de plantas de milho quando expostas a niveis
crescentes de aluminio, principalmente no tocante ao metabolismo dos compostos de

carbono (carboidratos sollUveis totais, sacarose e amido).

4. CONCLUSAO

O uso da inoculagdo com T. asperelloides alivia os efeitos negativos do
estresse por aluminio nas plantas de milho por induzir alteracbes significativas na
concentracdo de compostos inorganicos e organicos, principalmente dos compostos
do metabolismo de carbono (carboidratos solUveis totais, sacarose e amido), que

contribuem para o custo energético do enfrentamento desta situacao estressante.
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Apéndice 1. Analise de variancia (ANOVA) dos parametros de crescimento e dos
niveis de pigmentos fotossintéticos analisadas nas plantas de milho inoculadas com
Trichoderma asperelloides (T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas ao estresse por
aluminio (0 a 200 pM de AICIz). Os dados estdo mostrados no capitulo |.

Fontes de variacéo

o . Aluminio  Fungo Cv Shapiro-Wilk
Variaveis analisadas (AN " Al X F %) (p-valor)
Taxa de crescimento absoluto * * * 6,94 0,28
Comprimento das raizes * * * 4,58 0,29
Massa seca da parte aérea (MSPA) * * * 7,31 0,32
Massa seca das raizes (MSR) * * * 7,10 0,31
Massa seca total * * * 5,92 0,18
Relacao MSPA/MSR * * * 7,38 0,24
Clorofila a * * * 8,54 0,36
Clorofila b * * * 8,47 0,37
Clorofila total * * * 7,45 0,34
Relacéo clorofila a/b * * * 10,19 0,14
Carotenoides * * * 6,99 0,61
Antocianina * * * 7,62 0,17
Graus de liberdade 4 4 16 - -

* = significativo a 1%; NS = ndo significativo. CV = coeficiente de variacao.
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Apéndice 2. Valores do ajuste da regressdo dos parametros de crescimento e dos niveis de pigmentos fotossintéticos analisados
nas plantas de milho inoculadas com Trichoderma asperelloides (T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas ao estresse por aluminio
(0 a 200 uM de AICls). Os dados estdo mostrados no capitulo .

TO1 T02 T74 T76 T96

Variaveis analisadas Ajuste R? Ajuste R? Ajuste R? Ajuste R? Ajuste R?

Taxa de crescimento absoluto LIN 0,88 LIN 0,90 POL 0,57 POL 0,66 POL 0,67
Comprimento das raizes POL 0,39 POL 0,20 POL 0,41 LIN 0,89 POL 0,74
Massa seca da parte aérea (MSPA) POL 0,79 POL 0,69 POL 0,73 POL 0,29 POL 0,02
Massa seca das raizes (MSR) POL 0,45 LIN 0,62 LIN 0,93 POL 0,78 LIN 0,89
Massa seca total POL 0,66 LIN 0,65 LIN 0,64 LIN 0,24 LIN 0,76
Relagdo MSPA/MSR POL 0,36 POL 0,96 POL 0,69 POL 0,86 LIN 0,77
Clorofila a LIN 0,80 LIN 0,32 LIN 0,78 LIN 0,89 LIN 0,96
Clorofila b POL 0,77 LIN 0,88 POL 0,59 LIN 0,89 LIN 0,68
Clorofila total LIN 0,85 POL 0,77 LIN 0,68 LIN 0,91 LIN 0,95
Relacao clorofila a/b POL 0,93 LIN 0,83 POL 0,55 POL 0,94 LIN 0,97
Carotenoides POL 0,90 POL 0,99 POL 0,96 LIN 0,94 LIN 0,78
Antocianina LIN 0,12 LIN 0,59 POL 0,64 LIN 0,35 LIN 0,79
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Apéndice 3. Anadlise de variancia (ANOVA) da concentracdo de solutos inorganicos e organicos e do teor de nitrogénio total
guantificadas em plantas de milho inoculadas com Trichoderma asperelloides (T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas ao estresse
por aluminio (0 a 200 uM de AICI3). Os dados estdo mostrados no capitulo Il.

Parte aérea Raizes
Fontes de variagao . ' Fontes de variagéo . .
— 0 Shapiro-Wilk — 0 Shapiro-Wilk
Variaveis analisadas Aluminio - Fungo Al X F CV (%) (p-valor) Aluminio  Fungo Al x F CV (%) (p-valor)
(Al) (F (Al) (F

Amonia livre * * * 8,98 0,46 * * * 9,15 0,27
Nitrato * * * 7,33 0,27 * * * 9,65 0,18
Saédio * * * 5,55 0,64 * * * 7,78 0,11
Potéassio * * * 8,12 0,09 * * * 7,94 0,14
Aminoacidos sollveis totais * * * 9,19 0,96 * * * 7.47 0,28
Prolina livre * * * 9,03 0,06 * * * 10,71 0,22
Proteinas sollveis totais * * * 9,31 0,38 * * * 6,98 0,13
Nitrogénio total * * * 8,10 0,75 * * * 10,65 0,24
Carboidratos Sollveis Totais * * * 8,43 0,73 * * * 7,38 0,14
Sacarose * * * 7,26 0,10 * * * 8,92 0,59
Amido * * * 6,04 0,36 * * * 4,92 0,09
Graus de liberdade 4 4 16 - - 4 4 16 - -

* = significativo a 1%; NS = ndo significativo. CV = coeficiente de variacéo.
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Apéndice 4. Valores do ajuste da regressao da concentracdo de solutos inorganicos e organicos e do teor de nitrogénio total
guantificadas em plantas de milho inoculadas com Trichoderma asperelloides (T01, T02, T74, T76 ou T96) e submetidas ao estresse
por aluminio (0 a 200 uM de AICI3). Os dados estdo mostrados no capitulo Il.

TO1 T02 T74 T76 T96
Variaveis analisadas Ajuste R? Ajuste R? Ajuste R? Ajuste R? Ajuste R?
Parte aérea
Amonia livre POL 0,53 POL 0,97 POL 0,59 LIN 0,63 POL 0,80
Nitrato LIN 0,17 POL 0,73 LIN 0,85 POL 0,58 POL 0,17
Sadio POL 0,58 POL 0,14 POL 0,44 LIN 0,70 POL 0,57
Potassio POL 0,23 LIN 0,02 POL 0,12 LIN 0,19 LIN 0,25
Aminoécidos sollveis totais POL 0,76 LIN 0,77 POL 0,21 POL 0,79 LIN 0,07
Prolina livre POL 0,79 LIN 0,51 LIN 0,97 POL 0,82 LIN 0,79
Proteinas sollveis POL 0,76 POL 0,94 LIN 0,72 LIN 0,67 POL 0,62
Nitrogénio total LIN 0,17 POL 0,74 LIN 0,85 POL 0,58 LIN 0,11
Carboidratos SollGveis Totais POL 0,95 POL 0,73 LIN 0,87 LIN 0,07 LIN 0,07
Sacarose LIN 0,78 POL 0,97 POL 0,52 LIN 0,42 LIN 0,93
Amido LIN 0,61 POL 0,97 POL 0,82 LIN 0,52 LIN 0,19
Raizes

Amonia livre POL 0,68 LIN 0,91 POL 0,81 POL 0,98 LIN 0,88
Nitrato POL 0,81 POL 0,93 POL 0,62 POL 0,91 POL 0,67
Sadio POL 0,46 LIN 0,36 LIN 0,53 LIN 0,52 LIN 0,87
Potassio LIN 0,88 POL 0,85 POL 0,52 POL 0,52 POL 0,78
Aminoacidos sollveis totais POL 0,36 POL 0,74 POL 0,62 LIN 0,66 LIN 0,61
Prolina livre LIN 0,08 POL 0,53 POL 0,69 POL 0,43 POL 0,75
Proteinas sollveis LIN 0,15 LIN 0,38 POL 0,64 POL 0,14 LIN 0,78
Nitrogénio total POL 0,36 POL 0,63 POL 0,51 POL 0,92 POL 0,47
Carboidratos Sollveis Totais LIN 0,43 LIN 0,76 POL 0,30 POL 0,86 LIN 0,85
Sacarose LIN 0,70 LIN 0,97 LIN 0,77 LIN 0,63 LIN 0,81
Amido POL 0,99 POL 0,87 POL 0,36 POL 0,44 POL 0,31

LIN = Linear. POL = polinomial.
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