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RESUMO

A hipoétese de que a aplicacao de Trichoderma incrementa a fixagdo do nitrogénio (N)
pelo Bradyrhizobium e, portanto, desenvolvimento do feijao-caupi foi testada neste
estudo. Inicialmente, isolados de T. asperelloides (UFPI-01, UFPI-02, UFPI-04, UFPI-
74, UFPI-76, UFPI-96); T. asperellum (UFPI-77); e T. harzianum (UFPI-44, UFPI-78,
UFPI-92) foram avaliados quanto aos seus perfis metabdlicos e enzimaticos e
constatou-se que séo capazes de solubilizar fosfato, produzir AIA e liberar as enzimas
liticas amilase, lipase, celulase, protease e pectinase. No experimento |, o crescimento
e teor de pigmentos fotossintéticos de plantas de feijdo-caupi cv. Tumucumaque
inoculado com Bradyrhizobium sp. (BR 3267) ou coinoculado com BR 3267 e
Trichoderma spp. (UFPI-01, UFPI-02, UFPI-04, UFPI-44, UFPI-74, UFPI-76, UFPI-77,
UFPI-78, UFPI-92 ou UFPI-96) foram avaliados. As coinocula¢cfes resultaram em dez
pares simbioticos. As plantas foram cultivadas em condi¢cdes axénicas na casa de
vegetacao e irrigadas com solugdo nutritiva isenta de N até a coleta (aos 42 dias).
Plantas coinoculadas com BR 3267 e UFPI-04, BR 3267 e UFPI-44 ou BR 3267 e
UFPI-92 exibiram menor taxa de crescimento absoluto e auséncia de nodulos
radiculares. Plantas coinoculadas com BR 3267 e UFPI-02 exibiram maior taxa de
crescimento relativo e massa seca da parte aérea, enquanto aquelas coinoculadas
com BR 3267 e UFPI-78 exibiram incremento no comprimento da raiz, diametro do
caule, relacdo parte aérealraizes e no teor de clorofila total e carotenoides. No
experimento I, plantas de feijao-caupi inoculadas com BR 3267 ou coinoculadas com
BR 3267 e Trichoderma spp. (UFPI-01, UFPI-02, UFPI-74, UFPI-76, UFPI-77, UFPI-
78 ou UFPI-96) foram avaliadas quanto a eficiéncia da simbiose e da fixacao
simbidtica de N. As coinoculacfes resultaram em sete pares simbiéticos. As plantas
foram cultivadas nas mesmas condic6es do experimento |. As plantas coinoculadas
com BR 3267 e UFPI-02 exibiram valores superiores de nodulagéo especifica, N
acumulado e eficiéncia simbiotica. A eficiéncia da fixacdo de N foi superior nas plantas
coinoculadas com BR 3267 e UFPI-02, BR 3267 e UFPI-76 ou BR 3267 e UFPI-96.
As plantas de feijao-caupi coinoculadas com rizébio-Trichoderma exibiram melhor
desenvolvimento indicando que houve sinergismo entre os microrganismos. Conclui-
se gue Trichoderma incrementa o desenvolvimento e teor de pigmentos fotossintéticos

bem como a fixagdo simbidtica do N em plantas noduladas de feijao-caupi.

Palavras-chave: Bactérias diazotroficas, Fungos, Sinergismo.
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ABSTRACT

The hypothesis that the application of Trichoderma increases the nitrogen (N) fixation
by Bradyrhizobium, and therefore, development of cowpea was tested in this study.
Initially, isolates of T. asperelloides (UFPI-01, UFPI-02, UFPI-04, UFPI-74, UFPI-76,
UFPI-96); T. asperellum (UFPI-77); and T. harzianum (UFPI-44, UFPI-78, UFPI-92)
were evaluated for their metabolic and enzymatic profiles and were found to be able
to solubilize phosphate, to produce AIA and to release the lytic enzymes amylase,
lipase, cellulase, protease and pectinase. In the experiment I, growth and content of
photosynthetic pigments of cowpea plants cv. Tumucumaque inoculated with
Bradyrhizobium sp. (BR 3267) or coinoculated with BR 3267 and Trichoderma spp.
(UFPI-01, UFPI-02, UFPI-04, UFPI-44, UFPI-74, UFPI-76, UFPI-77, UFPI-78, UFPI-
92 or UFPI-96) were evaluated. The coinoculations resulted in ten symbiotic pairs.
Plants were cultivated under axenic conditions in greenhouse and irrigated with N-free
nutrient solution until collection (at 42 days). Plants coinoculated with BR 3267 and
UFPI-04, BR 3267 and UFPI-44 or BR 3267 and UFPI-92 showed lower absolute
growth rate and absence of root nodules. Plants coinoculated with BR 3267 and UFPI-
02 exhibited higher relative growth rate and shoot dry mass, while those coinoculated
with BR 3267 and UFPI-78 showed increase in root length, stem diameter, shoot/root
ratio and total chlorophyll content and carotenoids. In the experiment Il, cowpea plants
inoculated with BR 3267 or coinoculated with BR 3267 and Trichoderma spp. (UFPI-
01, UFPI-02, UFPI-74, UFPI-76, UFPI-77, UFPI-78 or UFPI-96) were evaluated for
efficiency of symbiosis and of the symbiotic N fixation. The coinoculations resulted in
seven symbiotic pairs. The plants were grown under the same conditions of the
experiment |. Plants coinoculated with BR 3267 and UFPI-02 exhibited higher values
of specific nodulation, accumulated N and symbiotic efficiency. The N fixation
efficiency was higher in the plants coinoculated with BR 3267 and UFPI-02, BR 3267
and UFPI-76 or BR 3267 and UFPI-96. Cowpea plants coinoculated with rhizobia-
Trichoderma exhibited better development indicating that there was synergism
between the microorganisms. It is concluded that Trichoderma increases the
development and content of photosynthetic pigments as well as the symbiotic N
fixation in nodulated plants of cowpea.

Keywords: Diazotrophic bacteria, Fungi, Synergism.
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1 INTRODUCAO GERAL

As bactérias noduliferas diazotroficas, também chamadas de rizobio, sdo
microrganismos capazes de realizar a fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN) quando
em simbiose com leguminosas e, portanto, podem disponibilizar nitrogénio em formas
assimilaveis para estas plantas (DIVITO; SADRAS, 2014; FIGUEIREDO et al., 2016).
A simbiose leguminosa-rizobio permite que estas plantas crescam em solos pobres
em nitrogénio (FIGUEIREDO et al., 2016). Além disso, a simbiose leguminosa-rizébio
também pode ser utilizada como uma alternativa econémica e ecologicamente viavel
para incrementar a producéo agricola de leguminosas, principalmente nas culturas do
feijdo-caupi, feijjao comum e soja (RODRIGUES et al., 2015; BOUKAR et al., 2016).
De modo geral, a FBN executada pelos rizébios em associacdo com leguminosas
agronomicamente importantes pode proporcionar aumento de 20 a 35% na
produtividade vegetal (FIGUEIREDO et al., 2016).

A utilizacdo de microrganismos visando aumentar a producao agricola € uma
demanda crescente da sociedade atual (OLIVARES et al., 2013). A préatica de inocular
as espécies vegetais com Trichoderma tem crescido mundialmente e se justifica pelo
fato deste fungo apresentar capacidade de sintetizar e liberar substancias indutoras
do crescimento vegetal que podem, portanto, incrementar o crescimento e
desenvolvimento das culturas (HARMAN, 2011; MACHADO et al., 2012; MWEETWA
et al., 2016), além de propiciar maior absor¢céo e translocacdo de nutrientes pelas
espécies vegetais (BROTMAN et al., 2010; VENTURI; KEEL, 2016). Plantas de feijao
comum, Iétus e aveia preta exibiram incremento na fixacdo do nitrogénio atmosférico
e no crescimento vegetativo quando coinoculadas com rizobio e Trichoderma
(MACHADO et al., 2012; KUMAR et al., 2013). Em contrapartida, ndo foi registrado
aumento na biomassa ou na produtividade de graos de feijado-caupi coinoculado com
Rhizobium e Trichoderma (MWEETWA et al., 2016).

Os trabalhos com Trichoderma apresentam resultados controversos e reforcam
a necessidade de que mais estudos sejam realizados na busca de identificar isolados
eficientes e biocompativeis com rizobio. As interacbes bioldégicas se mostram
importantes ferramentas para aumentar a biomassa vegetal, FBN e produtividade de
plantas agronomicamente importantes e, portanto, a combinacgdao rizébio-Trichoderma
merece destaque. Baseado na hipétese de que a presenca do Trichoderma induz o
aumento da FBN realizada por Bradyrhizobium em simbiose com feijao-caupi e,

consequentemente, ocorram melhorias no crescimento e desenvolvimento destas
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plantas. O presente estudo objetivou caracterizar isolados de Trichoderma e avaliar o
efeito destes isolados na FBN realizada por Bradyrhizobium em simbiose com feijao-

caupi bem como o desenvolvimento destas plantas.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Importancia econémica do feijdo-caupi

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] pertence a familia Fabaceae
amplamente distribuida no mundo e bem adaptada as regides tropicais e subtropicais
(ALCANTARA et al., 2014). O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de feijao-
caupi e as regioes Norte e Nordeste se destacam com 82% da producéo brasileira
(FREITAS et al., 2014; CONAB, 2016). No estado do Piaui ocorrem duas safras anuais
de producéo do feijdo-caupi, sendo a segunda safra com maior produtividade (acima
de 500 kg ha'; CONAB, 2016). Utilizada na alimentacdo humana e animal, o feijao-
caupi apresenta grdos ricos em proteina (aproximadamente 25% do grdo),
carboidratos, fibras, acido folico e quantidades significativas de importantes minerais
(FREIRE FILHO et al., 2012; BOUKAR et al., 2016). Além dos gréos, as folhas frescas
e vagens imaturas do feijdo-caupi também sdo utilizadas como alimento humano e
animal (ALCANTARA et al., 2014).

O cultivo de feijdo-caupi apresenta baixa produtividade em relagdo a outros
feijbes, especialmente ao feijjdo comum (Phaseolus vulgaris L.), e isso se deve,
principalmente, a escassez e irregularidade das chuvas, baixa fertilidade do solo e ao
baixo nivel tecnolégico empregado no cultivo destas plantas (FREIRE FILHO et al.,
2012; ALCANTARA et al., 2014). O feijao-caupi € frequentemente cultivado em
sistema convencional e o manejo inadequado deste sistema pode resultar em
problemas para a microbiota do solo e na reducdo do crescimento radicular e
produtividade desta cultura (FREIRE FILHO et al., 2012; FREITAS et al., 2014). Assim,
é evidente a necessidade de investimentos em tecnologias que promovam o aumento
da produtividade do feijao-caupi, tais como o melhoramento genético visando plantas
adaptadas as diferentes condigbes edafocliméticas, resistentes as situacdes de
estresse e mais eficientes na fixagdo biolégica do nitrogénio (FBN) (TORRES et al.,
2015; BOUKAR et al., 2016).
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2.2 A fixacao biolégica do nitrogénio

O nitrogénio é um macronutriente de baixa disponibilidade no solo e apresenta-
se como fator preponderante para o aumento da produtividade de varias culturas,
dentre elas o feijdo-caupi (FIGUEIREDO et al., 2016). Contornar a baixa
disponibilidade de nitrogénio no solo com a aplicacao de fertilizantes nitrogenados,
apresenta custo elevado e pode néo atingir os resultados esperados devido as perdas
por volatilizacdo e lixiviacdo dos compostos nitrogenados (OLIVARES et al., 2013;
SOUZA et al., 2015). Uma alternativa de baixo custo e ecologicamente viavel é a
fixacdo do nitrogénio atmosférico realizada por bactérias diazotréficas, ou rizébios,
guando em simbiose com leguminosas (DIVITO; SADRAS, 2014; FIGUEIREDO et al.,
2016). O termo ‘rizébio’ foi utilizado originalmente para designar bactérias do género
Rhizobium (LARANJO et al., 2014); entretanto, 12 géneros sao reconhecidos como
rizobios — com destaque para Bradyrhizobium (WEIR, 2016).

A simbiose entre o rizébio e a leguminosa € uma interacdo benéfica e tem inicio
com o reconhecimento da célula microbiana pelas células epidérmicas das raizes da
planta hospedeira (RELLAN-ALVAREZ et al., 2016). ApOs o reconhecimento, cria-se
uma linha de infeccdo que transmite as bactérias as camadas de células internas do
sistema radicular das leguminosas e, finalmente, ocorre a formag¢do dos nddulos
(RELLAN-ALVAREZ et al., 2016). O estabelecimento da simbiose, portanto, requer
uma infec¢cdo bem-sucedida das raizes de leguminosas pelo rizébio (MURRAY, 2011).
O nodulo fornece um nicho protegido e nutricdo abundante para as bactérias (REMIGI
et al., 2016) e é neste novo 6rgdo que o N2 atmosférico é fixado e convertido em
formas assimilaveis as plantas pela FBN (OLIVARES et al., 2013). Desta forma, a
simbiose com rizébio permite as leguminosas crescerem em solos pobres em
nitrogénio (FIGUEIREDO et al., 2016).

A FBN é um processo de extrema relevancia do ponto de vista ambiental
perdendo apenas para a fotossintese em ordem de importancia para a manutencao
da biosfera (OLIVARES et al., 2013). Além disso, o estimulo da FBN como forma de
incrementar a produgdo de leguminosas agronomicamente importantes € uma pratica
frequente em sistemas agricolas (BHATTACHARYYA,; JHA, 2012; FIGUEIREDO et
al., 2016). Fatores como a especificidade entre o microrganismo e a cultivar inoculada,
condi¢cdes ambientais (pH, temperatura etc.) e situagfes de estresse (deficiéncia de
nutrientes, metais pesados etc.) (FERREIRA et al., 2014); deficiéncia de
macronutrientes como fosforo (P), potassio (K) e enxofre (S) tem impactos diretos e



18

negativos no crescimento dos rizébios, na formacao e funcionamento dos nédulos e
ainda afeta o crescimento do hospedeiro o qual reduz a exportacdo de carboidratos
para o rizobio (OLIVARES et al., 2013; DIVITO; SADRAS, 2014).

2.3 Aspectos importantes da relac&o entre rizobios e leguminosas

A FBN afeta positivamente o crescimento das leguminosas, ou seja, o0 aumento
na disponibilidade de nitrogénio assimilavel induz nas plantas uma melhor taxa de
crescimento (RODRIGUES et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2016). Entretanto, o
estabelecimento da simbiose rizobio-leguminosa € fortemente controlado pelo
hospedeiro e diretamente relacionado com o sucesso da sele¢édo do microrganismo
simbionte (OLIVARES et al., 2013). Por exemplo, o feijjao comum (Phaseolus vulgaris
L.) estabelece simbiose com varias espécies de Rhizobium (R. etli, R. freirei,
R. giardinii sv. phaseoli, R. leguminosarum sv. phaseoli e R. tropici) (DALL’AGNOL et
al., 2013), enquanto que o feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) é eficientemente
nodulado por bactérias do género Bradyrhizobium (B. icense, B. paxllaeri e B.
yuanmingense) (LOPEZ-LOPEZ et al., 2013; MATSUBARA; ZUNIGA-DAVILA, 2015).
O feijdo-caupi é nodulado eficientemente por Bradyrhizobium, principalmente por
Bradyrhizobium sp. BR 3267 — uma estirpe-elite utilizada como inoculante em cultivos
comerciais desta leguminosa (SIMOES-ARAUJO et al., 2016).

A eficiéncia da FBN e da simbiose rizébio-leguminosa pode ser aumentada com
a coinoculacdo com outros microrganismos, tais como bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP), fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e até fungos
promotores de crescimento de plantas (FPCP) (BHATTACHARYYA; JHA, 2012;
REGO et al., 2015). Por exemplo, plantas de feijdo comum coinoculadas com R.
phaseoli e Bacillus spp.; com R. phaseoli e Pseudomonas spp.; Rhizobium sp. e
Pseudomonas fluorescens; ou com R. etli e Azospirillum brasilense apresentam
incremento no crescimento (p. ex. nodulacdo e massa seca das plantas) e em
aspectos metabdlicos (p. ex. fixacdo e assimilacdo do nitrogénio e absorcdo de
fosforo) (STAJKOVIC et al.,, 2011; SAMAVAT et al.,, 2012). Plantas de Amorpha
canescens, uma leguminosa de pradaria, coinoculada com rizébio e com fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) apresentaram aumento significativo de 120 e 130%
no nimero e na massa seca de nédulos, respectivamente, em relagdo as plantas

inoculadas apenas com o rizébio (LARIMER et al., 2014).
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Os efeitos positivos de fungos promotores de crescimento de plantas (FPCP)
na simbiose rizébio-leguminosa ndo sao bem documentados. FPCP séo fungos nao-
patogénicos, filamentosos e saprofitos ndo simbidticos que vivem livremente na
rizosfera ou na superficie das raizes vegetais e que promovem 0 crescimento das
plantas (NAZNIN et al., 2014). A capacidade de estimular o sistema de resisténcia das
plantas e, portanto, suprimir o ataque de fitopatbgenos é uma caracteristica
compartilhada por BPCP e FPCP (VENTURI; KEEL, 2016). Dentre os FPCP, merece
destaque as espécies pertencentes aos géneros Cladosporium, Penicillium, Phoma e
Trichoderma (SRIVASTAVA et al., 2012; VENTURI; KEEL, 2016). Os isolados de
Trichoderma s&o robustos agentes no controle biolégico frequentemente utilizados
para controlar varios microrganismos fitopatogénicos e também induzem aumento na

produtividade de véarias culturas (LEE et al., 2016).

2.4 Trichoderma: aspectos gerais

Os fungos do género Trichoderma sao microrganismos filamentosos, saproéfitos
e/ou endofiticos e anamorficos que apresentam esporulacdo abundante, conidios
pequenos, unicelulares e de facil disseminacdo (DRUZHININA et al., 2011; VENTURI;
KEEL, 2016). Estes fungos sdo bem adaptados a diferentes tipos de ambientes e isso
provavelmente resulta da sua capacidade de crescer rapidamente independente das
condicBes do ambiente e de resistir a diferentes tipos de compostos quimicos nocivos
(JAVAID; ALI, 2011). O Trichoderma esta presente em quase todos 0s solos
agricultaveis, sendo, portanto, amplamente estudados pela sua atuagdo positiva no
biocontrole de doencas vegetais e ativacado de vias de sinalizacdo do sistema de
defesa vegetal (HARMAN, 2011; HERMOSA et al., 2013; VENTURI; KEEL, 20186).
Além disso, estes fungos sao eficientes no controle de fitopatbgenos por
apresentarem capacidade de liberar antibiéticos e enzimas extracelulares na rizosfera
(JAVAID; ALI, 2011).

Os microrganismos benéficos presentes no solo, tais como Trichoderma,
possuem relevante papel na manutencdo e sustentabilidade do solo (VENTURI;
KEEL, 2016) e sdo capazes de aumentar o crescimento das plantas, protegé-las de
doencas e estresses abidticos e, consequentemente, aumentar a produtividade
vegetal (STAJKOVIC et al.,, 2011). Por exemplo, plantas de grao-de-bico (Cicer
arietinum L.) inoculadas com Trichoderma e crescidas em solos deficientes em fosforo

exibiram incremento na massa fresca e seca da parte aérea e das raizes (KAPRI;
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TEWARI, 2010). Ja plantas de pepino (Cucumis sativum L.) apresentaram maior
tolerancia ao estresse salino quando inoculadas com T. asperellum (ZHAO; ZHANG,
2015). Em plantas de lentilha (Lens culinaris L.) coinoculadas com R. leguminosarum
e T. harzianum registrou-se aumento na taxa de germinacao, na massa seca da parte
aérea e raizes e no numero de nédulos (HANNAN et al., 2012).

Como ja mencionado, os isolados de Trichoderma apresentam grande
relevancia agricola e ambiental por atuarem como promotores do crescimento de
varias espécies vegetais. Estes fungos possuem mecanismos que justificam a sua
atuacdo benéfica, tais como a capacidade de alterar os niveis de fitormdnios nos
tecidos vegetais, produzir a enzima aminociclopropano-1-carboxilato deaminase
(ACC deaminase), sintetizar siderdforos e solubilizar fosfato e micronutrientes
(HERMOSA et al., 2013). Ao colonizar as raizes, Trichoderma produz e libera auxinas
que promovem o crescimento e alongamento radicular (HERMOSA et al., 2013). Além
disso, estes fungos séo capazes de produzir enzimas hidroliticas (amilase, quitinase,
lipase etc.) e compostos fungitoxicos (terpenos, terpenoides etc.) que atuam na
manutencdo da sanidade das espécies vegetais (HARMAN, 2011; HERMOSA et al.,
2013; MUKHERJEE et al., 2013; MALMIERCA et al., 2015).
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