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RESUMO 

 

 O feijão comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma leguminosa amplamente cultivada no Brasil 

em diferentes condições climáticas e épocas do ano. Entretanto, o cultivo do feijão tem diversos 

prejuízos relacionados às várias pragas e doenças de origem fúngica, bacteriana, virótica e 

nematódea. Diante disso, o controle biológico representa uma alternativa de menor custo que 

visa suprir a nova tendência mundial na agricultura, que é a sustentabilidade. Neste trabalho, 

foram avaliadas linhagens de Trichoderma sp. produzidas através de ferramentas 

biotecnológicas quanto à capacidade de controle biológico de nematoide e os seus efeitos na 

qualidade fisiológica e fitossanidade em sementes de feijão. Para isso, sementes foram tratadas 

com linhagens de T. harzianum selvagem, T. harzianum em condições de indução de enzimas 

líticas do micoparasitismo, e linhagens geneticamente modificadas para superexpressão do gene 

de aquaporina, proteína reconhecidamente envolvida no controle de Fusarium sp. Foi possível 

demonstrar que os tratamentos contendo linhagens geneticamente modificadas foram capazes 

de manter a atividade de controle biológico do nematoide Meloidogyne javanica em plantas de 

feijão quando comparados à linhagem selvagem e os produtos comerciais disponíveis no 

mercado. E, com relação a qualidade fisiológica, essas linhagens superexpressando aquaporina 

aumentaram a capacidade de absorção de água, e mantiveram os parâmetros de germinação e 

vigor quando comparados ao T. harzianum selvagem. Além disso, a análise fitossanitária das 

sementes revelou a manutenção da atividade de controle biológico e melhor aderência dos 

tratamentos contendo T. harzianum geneticamente modificado. Assim, a superexpressão de 

aquaporina em linhagens de T. harzianum tem potencial para aplicação em bioformulações nos 

tratamentos de sementes de Phaseolus vulgaris. 

 

Palavras-chave: Controle biológico, aquaporina, germinação, blotter test, nematoide. 

 

 

 

  



vi 

 

ABSTRACT 

 

 

Common beans (Phaseolus vulgaris L.) are leguminous plants widely grown in Brazil under 

different climatic conditions and seasons. However, the cultivation of beans has had severe 

damage caused by pest and diseases of fungal, bacterial, viral and nematode origin. Therefore, 

biological control are low cost strategies which aim to supply the new world trend in agriculture. 

In this work, Trichoderma sp. lineages are evaluated taking into account the biological control 

capacity of nematodes, vigor, and phytosanitary behavior of bean seeds. Hence, seeds were 

treated with three lineages: (i) wild T. harzianum; (ii) T. harzianum under conditions of lytic 

enzyme induction of mycoparasitism; (iii) and modified genetic T. harzianum with aquaporin 

gene overexpression. involved in the control of Fusarium sp. As a result, it was possible to 

demonstrate that treatments containing genetically modified lineages were able to maintain the 

biological control activity of the nematode Meloidogyne javanica in bean plants when 

compared to the wild lineage and the commercial products available in the market. And, with 

respect to physiological quality, these lines overexpressing aquaporin increased the water 

absorption capacity, and maintained the parameters of germination and vigor when compared 

to the wild T. harzianum. In addition, the phytosanitary analysis of the seeds revealed the 

maintenance of the biological control activity and better adherence of the treatments containing 

genetically modified T. harzianum. Thus, the overexpression of aquaporin in T. harzianum 

strains has potential for application in bioformulations in treatments seeds of Phaseolus 

vulgaris. 

 

Key words: Biological control, aquaporin, germination, blotter test, nematode. 
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INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é país de destaque na produção de feijão comum (Phaseolus vulgaris L.), 

visto que o cereal que tem presença diária na dieta do brasileiro (POSSE et al., 2010; 

SILVA et al., 2008 SOUZA et al., 2016). Entretanto, diversos fatores ambientais afetam 

a produção desta leguminosa, como as condições climáticas adversas e os agentes 

fitopatogênicos (SOUZA et al., 2016). Neste sentido, há uma grande necessidade de 

medidas fitossanitárias que promovam maior produtividade e rentabilidade desta cultura. 

As plantas de feijão são hospedeiras de várias doenças de origem fúngica, 

bacteriana, viral e nematódea (BAIDA et al., 2011; CANDIDA et al., 2009; CARVALHO 

et al., 2011; SOUZA et al., 2016; POSSE et al. 2010). Sendo que, o feijoeiro é considerado 

como uma das leguminosas mais susceptível aos ataques dos nematoides fitoparasitas 

(FANCILLI &NETO, 2005). No Brasil, os fitonematoides mais frequentes no cultivo do 

feijão pertencem aos gêneros Pratylenchus e Meloydogyne (FERRAZ, 2005). Estes são 

responsáveis por grandes perdas do rendimento da cultura em campo, podendo variar de 

10 a 90 %, e causar enormes perdas na agricultura (FERRAZ, 2005).  

A maioria dos agentes causadores dos problemas fitossanitários no feijoeiro são 

transmitidos e/ou transportados pelas sementes (SILVA et al., 2008; SOUZA et al., 2016). 

Por isso, sementes de feijão contaminadas podem introduzir patógenos ainda inexistentes 

numa região, ou disseminar patógenos na área de cultivo provocando danos expressivos 

à cultura e grandes prejuízos econômicos aos produtores (TOURNAS., 2005; SILVA et 

al., 2008; SOUZA et al., 2016). Dessa forma, insumos agrícolas para o tratamento de 

sementes de feijão surgem como alternativas potenciais no controle fitossanitário. 

O tratamento de sementes é um importante método que consiste na aplicação de 

produtos químicos (fungicidas, inseticidas e nematicidas) ou biológicos nas sementes 

para o controle fitossanitário, contribuindo para um melhor desempenho das sementes na 

lavoura (CORRÊIA et al., 2008). Entretanto, métodos químicos possuem elevados custos, 

riscos de contaminação ao meio ambiente e à saúde humana (LORITO et al., 2010; 

PEDRO et al., 2012; VINALE et al., 2008; WOO et al., 2014). Nesse contexto, o controle 

biológico se apresenta como alternativa aos métodos de controle químico existentes e 

representa uma perspectiva que visa suprir a nova tendência mundial da agricultura 

moderna com preocupações socioambientais. 

 Espécies do gênero Trichoderma sp. são mundialmente utilizadas no controle 
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biológico das principais doenças que afetam a cultura de feijão, como os diversos tipos 

de nematoides e fungos (AMIRA et al., 2018; CARVALHO et al., 2011; FRACETO et 

al., 2018; KIRIGA et al., 2018; SINGH & SCWARTZ, 2011). Isso deve-se aos 

mecanismos de ação desse fungo de controle biológico, que inclui: o micoparasitismo, 

antibiose, competição por nutrientes, indução de resistência e promoção de crescimento 

em plantas (LORITO et al., 2010; MONTEIRO et al., 2010; PEDRO et al., 2012; 

ZEILINGER et al., 2016). Atualmente, diversos trabalhos têm sido realizados avaliando 

o potencial do tratamento de sementes com Trichoderma no controle biológico de 

fitopatógenos (CARVALHO et al., 2011; MASTOURI et al., 2010; PILL et al., 2009; 

XUE et al., 2017;). 

 A genômica é a ciência de destaque para o estudo e seleção de linhagens de 

Trichoderma sp. a serem comercializadas em bioformulações para o controle biológico 

de fitopatógenos (LORITO et al., 2010; MONTERO-BARRIENTOS et al., 2010; 

NICOLAS et al., 2014). Inclusive, linhagens geneticamente modificadas para 

superexpressão de aquaporina foram capazes de induzir o crescimento radicular e aéreo 

de plantas de feijão, além de apresentarem maior atividade antagonista a Fusarium sp., 

principal fitopatógeno de feijão (VIEIRA et al., 2013).  Além disso, plantas transgênicas 

com esse gene de aquaporina de T. harzianum aumentaram a tolerância a estresse hídrico 

e melhoraram parâmetros fisiológicos e biométricos (VIEIRA et al., 2017). Aquaporinas 

são proteínas integrais de membrana que possuem papel de transporte de água e de uma 

variedade de solutos de baixo peso molecular entre as membranas, sendo estes: H²O², 

glicerol (AMIRA et al., 2018; BIERNET et al., 2008; MAUREL et al., 2016). De fato, 

estudos demonstram que aquaporinas são essenciais na troca de água associada a 

osmoregulação em microrganismos e, em plantas, estão associadas à transpiração, 

crescimento e tolerância a estresses (CALAMITA et al., 1998; HERNANDEZ-CASTRO 

et al., 2003; MEYRIAL et al., 2001; VIEIRA et al., 2018; WYSOCKI et al., 2001). 

Neste trabalho, um gene de T. harzianum envolvido no controle biológico de 

Fusarium sp. e transporte de água foi superexpresso e as linhagens geneticamente 

modificadas foram avaliadas no tratamento de sementes de feijão comum quanto a sua 

eficácia no controle de Meloidogyne javanica, fitossanidade e qualidade das sementes.  
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OBJETIVO 

 

 Avaliar linhagens de Trichoderma harzianum geneticamente modificadas para a 

superexpressão de aquaporina quanto à eficácia no biocontrole de Meloidogyne javanica, 

qualidade fisiológica e fitossanidade de sementes de P. vulgaris. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Obtenção e aplicação das bioformulações de Trichoderma harzianum 
 

Os tratamentos das sementes de Phaseolus vulgaris, cv. BRS Estilo, foram 

realizados de acordo com a Tabela 1.  

 

Tabela 1. Descrição dos tratamentos avaliados em sementes de Phaseolus vulgaris. 

 

 

Como controle positivo, foram utilizados dois tratamentos com formulações 

comerciais de Trichoderma harzianum produzidas por Ballagro (Ecotrich© - C1) e 

Koppert Brasil (Trichodermil© - C2). Sementes não tratadas (NT) foram utilizadas como 

controle negativo. 

Trichoderma harzianum ALL42 (Coleção do laboratório de Enzimologia, UFG-

ICB) foi incluído como tratamento em sua forma selvagem (wt) e em duas condições de 

indução dos genes do micoparasitismo, sendo elas: quitina comercial e parede celular de 

Rizoctonia solani (wtQuit e wtRiz). Para isso, os esporos de T. harzianum wt foram 

cultivados em erlenmeyers com agitação constante (180 rpm) à 28° C durante 12 horas, 

em meio MYG contendo 0,5% de extrato de malte, extrato de levedura à 0,25%, 1% de 

glicose e suplementada com 2% de parede celular inativada de Rizoctonia solani (R. 

solani autoclavada à 120 °C durante 20 min, lavada com água destilada e liofilizada) ou 

quitina comercial.  

As linhagens geneticamente modificadas de T. harzianum ALL42 (aqpA e aqpC) 

para a superexpressão do gene de aquaporina foram utilizadas neste estudo. A 

concentração de suspensão de esporos utilizada para todos os tratamentos de sementes de 

feijão comum (P. vulgaris) foi de 108 conídios por mL-1 na proporção de 10 mL/Kg. 

TRATAMENTO GRUPO DESCRIÇÃO

NT Controle sem tratamento

wt Selvagem Trichoderma harzianum ALL42

wtQuit T. harzianum com quitina comercial

wtRiz T. harzianum   com parede celular de Rizoctonia solani

aqpA T. harzianum  contendo 4 cópias do gene aquaporina

aqpC T. harzianum  contendo 2 cópias do gene aquaporina

C1 Ecotrich©

C2 Trichodermil© 
Comerciais

Geneticamente 

modificado

Selvagem

 com indução
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Avaliação da atividade de biocontrole de Meloidogyne javanica 
 

 Sementes foram tratadas com oito tratamentos de acordo com a Tabela 01 e 

crescidas em 1 quilo de substrato comercial estéril, mantidas em casa de vegetação com 

irrigação diária. Após 15 dias da semeadura foram inoculados 2 mL de uma suspensão 

contendo 2000 nematoides Meloidogyne javanica por muda. Aos 45 dias após a 

inoculação, foram avaliadas sete plantas por tratamento. As plantas foram removidas dos 

vasos, a parte aérea foi descartada e as raízes foram levadas ao laboratório onde foi feita 

a lavagem e aferida a massa fresca das raízes. Posteriormente, foi realizada a coloração 

de acordo com Taylor & Sasser (1978). Após a coloração, o índice de galhas e o índice 

de massa de ovos (IMO) foi quantificado de acordo com Hartman e Sasser (1985). 

Em seguida realizou-se a extração do nematoide de raiz Meloidogyne javanica de 

acordo com o método da flutuação centrífuga em solução de sacarose com caulim de 

acordo com método de Coolen & D´Herde (1972), para avaliação da população final e 

para o cálculo do fator de reprodução (FR). O FR foi calculado para cada planta, dividindo 

a população final de cada planta (PF) pela população inicial inoculada (PI = 2000). 

 As análises estatísticas foram realizadas em um delineamento inteiramente 

casualizado. Foi adotado a análise não paramétrica de Kruskal-Wallis entre os tratamentos 

(p < 0,05), uma vez que os dados não seguem uma distribuição normal. Aplicou-se o teste 

LSD em sua forma não paramétrica para comparações múltiplas entre as medianas de 

massa fresca de raiz e J2/OVOS/10g de raiz. Todas as análises estatísticas foram 

realizadas com o ambiente R (R Core Team, 2017) de computação estatística.  

 

Análise de germinação e vigor das sementes 
  

Para a avaliação da viabilidade das sementes foi realizado os testes de germinação 

e, com objetivo de avaliar o vigor das sementes, foram realizados os testes de primeira 

contagem de germinação, envelhecimento acelerado, comprimento de plântulas, massa 

fresca e seca de plântulas e curva de embebição.  

 Teste de germinação: O teste foi conduzido de acordo com os critérios 

estabelecidos pela RAS – Regra de Análise de Sementes (BRASIL, 2009), com 200 

sementes por tratamento, distribuídos em quatro repetições de 50 sementes, utilizando 

como substrato papel de germinação, formando os rolos, umedecidos em solução à 0,1% 

de Nitrato de Cálcio na proporção de 2,5 vezes o peso do papel seco e colocados em 
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temperatura constante de 25 °C em câmera de germinação. As avaliações das plântulas 

foram efetuadas de acordo com os critérios estabelecidos pela RAS e os resultados foram 

expressos em porcentagem de plântulas normais. Aos cinco dias foram obtidos os dados 

de primeira contagem e, aos nove dias, os dados de germinação final.  

 Envelhecimento acelerado: Foi realizado pelo método Gerbox de acordo com a 

metodologia descrita por Marcos Filho (1994), com 40 mL de água destilada por Gerbox 

e camada única de sementes sob a tela de aço inox, mantidas à 41 °C por 48 horas em 

BOD. Decorrido este período as sementes foram submetidas ao teste de germinação de 

acordo com a RAS (BRASIL, 2009).  

 Comprimento de plântulas: Foram realizadas 4 repetições contendo 10 sementes 

por tratamento. As sementes foram dispostas em uma linha horizontal no terço superior 

do papel de germinação. O substrato, umedecimento e tempo e temperatura de exposição 

utilizados foram os mesmos citados para o teste de germinação. Ao final de nove dias 

foram tomadas as medidas das partes das plântulas normais (parte radicular e parte aérea) 

utilizando um paquímetro digital. O resultado foi a média, em centímetros, por repetição 

da parte aérea (CPA) e do sistema radicular (CSR). 

 Massa fresca e seca de plântulas: Foram utilizadas as plântulas normais obtidas 

do teste de comprimento de plântulas. Foram retirados os cotilédones e feito um corte 

para a separação da parte aérea e radicular. Para cada repetição foram utilizadas todas as 

10 plântulas da repetição em saco de papel identificado previamente pesado, sacos 

separados para sistema radicular e parte aérea. A massa fresca da parte aérea (MFPA) e 

do sistema radicular (MFSR) foram expressos em gramas (g). Em seguida, os sacos 

contendo as partes das plântulas foram levadas a estufa à 60 °C por 48 horas e, após este 

período foi realizada a pesagem em balança de precisão. O resultado foi expresso em g, 

sendo a média da massa da parte aérea (MSPA) e sistema radicular (MSSR) de cada 

repetição.  

 Curva de embebição:  Foi obtida pela pesagem sistemática de quatro repetições 

de 50 sementes, em intervalos de uma hora durante as 12 primeiras horas e de três horas 

até completar 24 horas e posteriormente as pesagens foram a cada12 horas até atingir 50% 

de protrusão de raiz primária. As sementes foram envolvidas em uma folha de papel de 

germinação, umedecidas com água destilada, no volume 2,5 vezes o peso seco do papel 

e a porcentagem de absorção de água foi calculado de forma indireta, baseando-se no teor 

de água inicial das sementes e o peso úmido destas nos diferentes intervalos. As curvas 

de embebição utilizando as médias de cada tratamento foram ajustadas pelo modelo de 
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Peleg (PELEG, 1988). Bandas de 95% de confiança foram construídas para a comparação 

dos tratamentos. O modelo de Peleg é dado por: 

 

f (t) = f0 +
t

K1  + K2  . t
 

 

onde f (t) é a umidade no tempo t, f0 é a umidade inicial e K1   e K2   são constantes. 

 

As análises estatísticas foram realizadas em delineamento inteiramente 

casualizado. Foi adotado a análise não paramétrica de Kruskal-Wallis entre os tratamentos 

(p < 0,05), uma vez que os dados não seguem uma distribuição normal. E uma análise 

multivariada (MANOVA) não paramétrica com Biplot com elipses de 95% de confiança. 

Todas as análises estatísticas foram realizadas com o ambiente R (R Core Team, 2017).  

 

Análise fitossanitária dos tratamentos utilizando o método “Blotter Test” 
 

Sementes de P. vulgaris não desinfetadas e tratadas com as linhagens comerciais, 

geneticamente modificados, selvagem, selvagem com indução e um controle foram 

dispostas individualmente sobre camada de papel de filtro umedecido (2 folhas de papel 

mata borrão), mantendo-se distanciadas 1-2 cm uma da outra, dependendo do tamanho 

de sua maior dimensão, no interior de recipientes, como Gerbox, caracterizando o 

chamado “Blotter Test”. Foram realizadas 10 repetições com 25 sementes por tratamento 

e permaneceram sob incubação em câmaras de crescimento com fotoperíodo de 12 horas 

por um período de 8 dias à temperatura de ± 22ºC.  

As sementes foram examinadas individualmente com auxílio de um 

estereomicroscópio a resolução de 30-80X, pela ocorrência de frutificações típicas do 

crescimento de fungos. Preparou-se lâminas para observação ao microscópio ótico. Assim 

quantificou-se a porcentagem de emissão de raiz primária (ERP) que foi o número de 

sementes com pelo menos início do processo de germinação (emissão de raiz) pelo 

número total de sementes por Gerbox. A incidência de microrganismos (IM) foi calculada 

a partir da contagem do número de sementes que apresentavam estruturas de 

microrganismos na sua superfície dividida pelo número total de sementes avaliadas por 

Gerbox.  Também foram identificados individualmente a incidência de cada gênero de 

microrganismos por tratamento. 
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As análises estatísticas foram realizadas em delineamento inteiramente 

casualizado. Foi adotado a análise não paramétrica de Kruskal-Wallis entre os tratamentos 

(p < 0,05), uma vez que os dados não seguem uma distribuição normal. E uma análise 

multivariada (MANOVA) não paramétrica com Biplot com elipses de 95% de confiança. 

Todas as análises estatísticas foram realizadas com o ambiente R (R Core Team, 2017).  
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RESULTADOS  

 

Efeito dos tratamentos com bioformulações contendo T. harzianum no 

biocontrole de Meloidogyne javanica 
 

Os dados das avaliações dos tratamentos no biocontrole de M. javanica, 

apresentados na Tabela 2, demonstram que os tratamentos contendo linhagens comerciais 

de T. harzianum (C1 e C2) foram os que apresentaram menores medianas na penetração 

de M. javanica juvenis na raiz de P. vulgaris quando comparados com todos os 

tratamentos. E ainda, tanto o T. harzianum selvagem (wt) quanto as linhagens 

geneticamente modificadas (aqpA e aqpC), apresentaram melhor atividade de biocontrole 

de M. javanica quando comparados ao grupo não tratado (Tab. 2).  

 

Tabela 2.  Avaliação dos tratamentos no controle do nematoide M. javanica em sementes 

da cultivar de feijoeiro comum. 

 
Índice de galhas (IG), Índice de massa de ovos (IMO), massa fresca de raiz (MF), Fator de 

reprodução (FR). Medianas seguidas de mesma letra minúscula na coluna não se diferem pelo 

teste de LSD (p > 0,05).  

 

Ao avaliarmos a quantidade de fêmeas de M. javanica que penetraram as raízes 

das plantas e sua fertilidade, dadas pelo índice de galhas (IG) e índice de massa de ovos 

(IMO), foi observado que os tratamentos com as linhagens comerciais e a aqpC, apesar 

de apresentarem elevados números nesses índices, tiveram as menores médias 

J2/Ovos/10g de raiz. Neste sentido, estes tratamentos inibiram a fertilidade das fêmeas 

presentes nas raízes e/ou viabilidade dos ovos destas. Este fato não foi observado nos 

demais grupos tratados e controle (NT). Assim, a linhagem com expressão intermediária 

de aquaporina, aumentou a atividade de biocontrole em T. harzianum. 

Os dados da massa fresca de raiz (MF) nos tratamentos demonstraram que os 

tratamentos contendo T. harzianum selvagem (wt), contendo quitina (wtQuit) e linhagens 

Tratamentos IG IMO MF J2/ovos/10g de raiz FR

NT 5 5 2,17 b 4281,6 a 2,484

wt 4 4 3,8 a 791,13 bc 0,95

wtQuit 3 4 4,21 a 1802,78 abc 1,839

wtRiz 3 5 2,91 ab 2555,24 ab 2,702

aqpA 3 3 4,87 a 751,15 c 1,379

aqpC 4 5 4,4 a 555,22 c 0,95

C1 4 5 3,62 a 48,27 d 0,06

C2 4 5 3,38 a 80,09 d 0,06
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geneticamente modificadas (aqpA e aqpC), produziram um volume maior de raiz quando 

comparado ao controle (NT). Assim, estes tratamentos interferem na produção de raiz 

pela planta após contato com o nematoide. 

 Ao avaliarmos o fator de reprodução (FR) de M. javanica em plantas de feijão, 

foi demonstrado que os tratamentos comerciais (C1 e C2), T. harzianum selvagem (wt) e 

a linhagem aqpC reduziram a reprodução deste patógeno nas plantas (Tab. 2). Assim, as 

linhagens de T. harzianum com as menores expressão de aquaporina interferem no ciclo 

reprodutivo do fitopatógeno. 

 

Efeito das bioformulações na qualidade fisiológica das sementes  
 

Na Tabela 3 estão apresentados os parâmetros do modelo de Peleg ajustados com 

R2 acima de 0,99 e EMAP abaixo de 5,4%. É possível observar que o tratamento contendo 

T. harzianum selvagem (wt) proporcionou uma maior taxa de acúmulo de água nas 

sementes, seguidos dos tratamentos contendo linhagens geneticamente modificadas 

(aqpA e aqpC). As menores taxas de acúmulo de água foram observadas no tratamento 

contendo T. harzianum com indução de patógeno (wtRiz) e no tratamento comercial C2 

(Tab. 3).  

 

Tabela 03. Fórmulas e parâmetros de ajuste do modelo de Peleg para curva de embebição 

das sementes de P. vulgaris contendo 8 tratamentos. 

 

           O tempo t é dado em horas e a umidade f (t) é dada em porcentagem.        

          EMAP: erro médio absoluto percentual. 
 

 

Foi observado que a protusão radicular durante o processo de embebição ocorreu 

após o período de 30 horas em todos os tratamentos avaliados e controle (Fig 1).  

 

Tratamentos Fórmulas R² EMAP

NT f(t) = t  (0.242297 + 0.009115 t ) 
-1 0,99 4,04

wt f(t) = t  (0.195288 + 0.008751 t ) 
-1

0,99 4,23

wtQuit f(t) = t  (0.236212 + 0.009014 t ) 
-1 0,99 5,4

wtRiz f(t) = t  (0.287182 + 0.007941 t ) 
-1 0,99 4,02

aqqA f(t) = t  (0.213615 + 0.008772 t ) 
-1 0,99 4,64

aqpC f(t) = t  (0.234817 + 0.008752 t ) 
-1 0,99 3,81

C1 f(t) = t  (0.255574 + 0.009352 t ) 
-1 0,99 3,17

C2 f(t) = t  (0.286639 + 0.008163 t ) 
-1 0,99 3,8
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Figura 1. Avaliação da protusão radicular durante o processo de embebição das sementes. 

 

Ao avaliarmos a curva de embebição de água pelas sementes durante a 

germinação, foi possível observar que os tratamentos com T. harzianum selvagem (wt)  e 

as linhagens GM (aqpA e aqpC) apresentaram as maiores taxas absorção água em todos 

os tempos avaliados (Figura 2A e 2B). Já os tratamentos comerciais (C1 e C2) 

apresentaram as menores taxas de acúmulo de água quando comparados a todos os 

tratamentos e grupo controle em todos os tempos avaliados (Figura 2A e 2B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 –Modelo ajustado de Peleg com bandas de 95% de confiança para as curvas de 

embebição das sementes de feijão tratadas com T. harzianum. (A) Curva de embebição 

(A) (B) 
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das sementes nos períodos de 20 a 80 horas. (B) Curva de embebição das sementes, com 

ênfase entre os períodos de 20 a 40 horas, para melhor visualização. 

 

As avaliações dos tratamentos na qualidade fisiológica das sementes estão 

apresentadas na Figura 3. Foi observado que as variáveis fisiológicas relacionadas à raiz 

da planta apresentaram a maior distinção entre todos os parâmetros avaliados, sendo estes: 

comprimento do sistema radicular (CSR), massa fresca de raiz (MFR) e massa seca de 

raiz (MSR). Nestes, o tratamento comercial C1 apresentou os melhores índices para todas 

essas variáveis analisadas quando comparado aos demais tratamentos. E ainda, o 

tratamento com indução por patógeno (wtRiz) reduziu todos os índices de raiz, indicando 

que a presença de enzimas da parede de patógeno com T. harzianum causou prejuízo na 

germinação. Os demais tratamentos não apresentaram diferença significativa quando 

comparados com o grupo controle com relação aos parâmetros de raiz da planta. 

Com relação à variável comprimento de plântula da parte aérea (CPPA), os 

tratamentos do grupo GM (aqpA e aqpC) aumentaram este índice quando comparados 

com T. harzianum selvagem (wt).  

Foi demonstrado que aos tratamentos contendo T. harzianum selvagem (wt) 

isolado e induzido por parede celular de R. solani (wtRiz) apresentaram os piores índices 

de comprimento de parte aérea (CPPA) como parâmetro fisiológico avaliado. E ainda, 

wtRiz reduziu o desempenho fisiológico das sementes em todos os parâmetros avaliados 

quando comparado ao grupo não tratado. 
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Figura 3 - Biplot contendo scores médios de 8 tratamentos, elipses de 95% de confiança 

com base em variáveis de vigor de sementes de feijão. Envelhecimento acelerado (EA), 

Massa fresca da parte aérea (MFPA), Massa seca da parte aérea (MSPA), Massa fresca da 

parte aérea (MFR), Massa seca da raiz (MSR), Germinação (GERM), Comprimento da 

parte aérea (CPA), Comprimento do sistema radicular (CSR). 

 

Análise fisiológica e fitossanitária dos tratamentos 
 

 Foram identificados 12 gêneros de microrganismos nas sementes após os 

tratamentos, sendo estes: Fusarium sp., Penicillium sp., Aspergillus sp.,   Curvularia sp., 

Pythium sp., Trichoderma sp., Cladosporium sp., Bacillus sp., Internsonilia sp., 

Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia sp., Alternaria sp. (Fig.4). 
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Figura 4 -  Biplot contendo scores médios de 8 tratamentos, elipses de 95% de confiança 

com base em variáveis sanitárias em sementes de feijão. Incidência de microrganismos 

(IM), incidência de Trichoderma sp. (TRIC), incidência de Fusarium sp. (FUS), 

incidência de Aspergillus sp. (ASP), incidência de Penicillium sp. (PENI), incidência de 

Curvularia sp. (CURV), incidência de Cladosporium sp. (CLA), incidência de Bacillus 

sp. (BAC), incidência de Internsonilia sp. (INT), incidência de Macrophomina sp. 

(MACRO), de incidência de Rhizoctonia sp. (RHIZ),  incidência de Pythium sp. (PIT), 

emissão de raiz primária (ERP) em sementes de feijoeiro comum. 

  

Foi possível observar que as variáveis sanitárias que apresentaram maior efeito na 

distinção dos tratamentos foram a incidência de Trichoderma sp. (Trich), incidência de 

Aspergillus sp. (Asp), índice de microrganismos (IM) e incidência de Fusarium sp. (Fig. 

4). As demais variáveis não apresentaram diferenças estatísticas entre os tratamentos.  

Na avaliação do índice de microrganismos (IM), que detecta microrganismos 

patogênicos e não patogênicos, foi observado que as linhagens GM apresentaram uma 

quantidade total de microrganismos maior quando comparados aos demais tratamentos 

(Fig. 4). Porém foi observado que as linhagens GM tiveram maiores incidência do próprio 
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microrganismo de biocontrole (Trichoderma sp.) quando comparadas a todos os 

tratamentos e controle, o que sugere maior aderência nas sementes destas linhagens GM 

e, consequente, potencial para aplicação em bioformulações (Fig. 4). 

Com relação a incidência de Aspergillus sp., que é um importante fungo de 

armazenamento em sementes e micotoxigênico, foi observado que os tratamentos com as 

linhagens comerciais (C1 e C2) e com a linhagem com indução por quitina (wtQuit) 

apresentaram uma maior incidência deste fungo (Fig. 4). Já os tratamentos GM (aqpA e 

aqpC) tiveram uma menor incidência quando comparados aos demais tratamentos.  

Assim, foi demonstrado que a incidência de Trichoderma sp. teve uma correlação 

negativa com a incidência de Aspergillus sp., ou seja, a medida que aumenta a incidência 

de Trichoderma sp. nas sementes ocorre redução da incidência de Aspergillus sp. (Fig. 4). 

Sugere-se o antagonismo destas linhagens de Trichoderma sp. com o fungo 

micotoxigênico.  

 Na análise da incidência de Fusarium sp., importante patógeno de sementes e na 

cultura do feijoeiro, foi observado que nenhum dos tratamentos foi capaz de reduzir a 

incidência deste fitopatógeno na dosagem utilizada (Fig. 4). 
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DISCUSSÃO 

 

O uso de microrganismos que atuam no controle das doenças e pragas de plantas vem 

sendo priorizado na agricultura moderna como alternativa ao tratamento químico 

(NICOLAS et al., 2014). Com isso, fungos filamentosos do gênero Trichoderma 

correspondem a 90% das bioformulações utilizadas em campo para o controle de doenças 

de origem fúngicas, bacteriana e nematoides (YOUSSEF; TARTOURA; 

ABDELRAOUF, 2016; SARAVANAKUMAR et al., 2016). Estes microrganismos de 

controle biológico possuem como características o crescimento rápido e um grande 

potencial de adaptação a diversas condições ecológicas (HAN et al., 2016; MARTINEZ 

et al., 2008). 

 Estudos demonstram que as espécies de Trichoderma possuem capacidade 

antagonista que combina diferentes mecanismos de ação, tais como: micoparasitismo; 

antibiose; competição por nutrientes; produção de metabolitos antimicrobianos e 

fungistásticos, além da indução de defesa nas plantas (LORITO et al., 2010; MONTEIRO 

et al., 2010; ZEILINGER et al., 2016). Estas características fazem com que os fungos 

deste gênero sejam excelentes agentes antagonistas com capacidade de competir, 

colonizar e proteger as plantas hospedeiras contra os ataques de doenças e pragas.  

Com a finalidade de selecionar linhagens de Trichoderma com maior capacidade de 

biocontrole as ferramentas moleculares têm proporcionado inovações para o estudo e 

identificação de genes de Trichdoderma sp. com potencial biotecnológico para a produção 

de biofungicidas, bem como, para o melhoramento genético de plantas (LORITO et al., 

2010; MONTERO-BARRIENTOS et al., 2010; NICOLAS et al., 2014).  Previamente, 

foi demonstrado que plantas de Phaseolus vulgaris tratadas com linhagens de 

Trichoderma harzianum geneticamente modificadas para a superexpressão de uma 

aquaporina apresentaram melhoras em parâmetros fisiológicos como desenvolvimento de 

raiz (VIEIRA et al., 2018). Além disso, estas linhagens aumentaram a capacidade 

antagonista de Fusarium oxysporum. E ainda, a expressão heteróloga dessa aquaporina 

de T. harzianum em plantas de Nicotiana tabacum aumentou a tolerância a estresse 

hídrico, condutividade hidráulica, taxa fotossintética e desenvolvimento radicular das 

plantas (VIEIRA et al., 2017). Nesse trabalho, sementes de P. vulgaris (feijão comum) 

foram tratadas com linhagens de T. harzianum geneticamente modificadas para 

superexpressão de aquaporina e avaliadas quanto a capacidade de germinação e controle 

de doenças fúngicas em sementes, além do controle biológico de Meloidogyne javanica 
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nas plantas. 

As aquaporinas são proteínas integrais de membrana que pertence a família MIP 

(Major intrinsic proteins) e possuem o importante papel de transporte de água e de uma 

variedade de solutos de baixo peso molecular entre as membranas, dentre estes: H²O², 

glicerol e polióis lineares (AMIRA et al., 2018; BIERNET et al., 2008; MAUREL et al., 

2016). De fato, estudos demonstram que as aquaporinas são essenciais na troca de água 

associada a osmoregulação em microrganismos e, em plantas, estão associadas à 

transpiração, crescimento e tolerância a estresses (CALAMITA et al., 1998; 

HERNANDEZ-CASTRO et al., 2003; MEYRIAL et al., 2001; VIEIRA et al., 2018; 

WYSOCKI et al., 2001). Por isso, as aquaporinas representam uma ferramenta valiosa 

para a biotecnologia como gene de triagem de organismos resistentes as adversidades 

ambientais, bem como, na produção biotecnológica e seleção de plantes tolerantes à seca 

(AMIRA et al., 2018).  

As bioformulações contendo o agente de controle biológico Trichoderma sp. são 

amplamente utilizadas devido a eficácia contra diversos fitopatogénos presentes no solo, 

incluindo fungos e nematóides (FRACETO et al., 2018; KIRIGA et al., 2018; 

SAHEBANI & HADAVI., 2008; SHARON et al., 2001; SZABÓ et al., 2012). Sabe-se 

que Trichoderma sp. é altamente competitivo em ambientes de raiz e solo, com 

mecanismos antagônicos que inclui a produção de metabólitos, competição por espaço e 

nutrientes, além da produção de enzimas líticas (glucanases, quitinases, proteases e 

lipases) que degradam componentes da parede celular dos fitopatógenos (SHARON et 

al., 2001; VINALE et al., 2008). Os mecanismos de ação de Trichoderma sp. para o 

controle biológico de fitonematoides incluem a atividades de quitinases e proteases para 

o parasitismo direto dos ovos e larvas, além da indução de mecanismos de defesa da 

planta hospedeira, levando à resistência sistêmica (SHARON et al., 2001). Foi 

demonstrado em nosso trabalho que, assim como as linhagens comerciais, tanto T. 

harzianum selvagem quanto as linhagens GM foram capazes de reduzir o número de 

nematoides nas raízes das plantas de feijão e a sua reprodução. Este fato não foi observado 

nas sementes não tratadas ou nos tratamentos com indução de enzimas líticas em T. 

harzianum selvagem. Assim, a superexpressão de um gene responsável pelo aporte de 

água não interferiu na capacidade de controle biológico de Meloidogyne javanica. 

Portanto, a superexpressão do gene aquaporina não causou interferência nas 

enzimas/rotas metabólicas que podem estar associadas ao controle de nematoides ou de 

indução de resistência no vegetal. 
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Sabe-se que as relações simbiônticas das raízes das plantas com microrganismos, 

incluindo o Trichoderma sp., produz sinais capazes de ativar as vias relacionadas ao 

desenvolvimento do vegetal e aumento da condutividade hidráulica nas raízes 

(BROTMAN et al., 2013; SINGH et al., 2016; QIN et al., 2016). De fato, estudos 

demostraram que isolados de T. harzianum promoveram o crescimento da parte aérea do 

feijoeiro a partir da microbiolização das sementes (CARVALHO et al., 2011). Nesse 

contexto de simbiose, as raízes têm papel de extrema importância devido às atividades de 

absorção e transporte de água do solo para o vegetal (BERRACHED et al., 2017; 

SCHENK & JACKSON, 2002). Inclusive, já foi sugerido que a simbiose com 

microrganismos induz alta expressão de aquaporina nas plantas e proporciona um 

aumento da condutividade hidráulica (LEHTO & ZWIAZEK., 2011; XU et al., 2013). 

Além disso, plantas de feijão inoculadas com linhagens de T. harzianum 

superexpressando aquaporina apresentaram melhores parâmetros biométricos como 

resultado de uma maior transferência de água do solo para as raízes através do fungo GM 

(VIEIRA et al., 2018). Por isso, as aquaporinas desempenham um importante papel na 

transferência de água do solo para a planta através das células fúngicas. Em nosso 

trabalho, sementes de P. vulgaris tratadas com T. harzianum selvagem WT e GM 

apresentaram maior aporte de água durante o processo de germinação quando comparadas 

aos demais tratamentos. E, sementes tratadas com as linhagens GM, mantiveram os 

parâmetros fisiológicos de germinação e vigor quando comparadas ao fungo selvagem. 

Na análise fitossanitária após os tratamentos foi observado que as linhagens GM 

apresentaram maior aderência nas sementes de feijão quando comparadas a todos os 

tratamentos, e sabe-se que uma distribuição uniforme e uma maior aderência das 

formulações nas sementes são indispensáveis para a eficácia de um bioproduto 

(CHIURAISE et al., 2015). Além disso, maior biocontrole de Aspergillus sp. foi observado 

nessas sementes, indicando que as linhagens GM apresentaram melhor antagonismo para 

este fungo micotoxigênico. Agüero et al., (2008) relataram a antibiose como o principal 

mecanismo de ação de T. harzianum para o controle de Aspergillus flavus em sementes 

de milho, sendo que os metabólitos voláteis produzidos pelo agente de biocontrole são 

responsáveis por reduzir a biomassa do fitopatógeno.  
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CONCLUSÃO 

 

Sementes tratadas com linhagens de T. harzianum superexpressando o gene de 

aquaporina apresentaram atividade de controle biológico do nematoide Meloidogyne 

javanica. Além disso, interferiram na absorção de água durante a germinação das 

sementes, aderência nas sementes e atividade de biocontrole de Aspergillus sp.  
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Figura 05 - Aspectos morfológicos de sementes de feijão submetidos aos diferentes 

tratamentos infestadas com diferentes gêneros de fungos. A. Aspecto da germibilidade de 

colonização microbiana sobre sementes do tratamento testemunha, B. Micélio denso, 

acinzentado, cotonoso abundante de Cladosporium sp. C. Micélio irregular, branco com 

incrustações picnidiais e negrecidas de Macrophomina faseolina. D. Micélio não denso, 

flocoso de coloração esverdiada proliferando na semente e no papel de filtro de 

Trichoderma. E. Esporângios globosos escuros depositados no papel de filtro circundante 

a semente de Rhizopus sp., F. Puverulência amarelada de Aspergilus sp., G. Puverulência 

de coloração verde musgo do gênero Aspergilus sp., H.  Micélio denso, abundante, 

cotonoso de coloração branca de Fusarium sp. 

 


