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Figura 8. Viabilidade celular de fibroblastos (NIH/3t3) sob tratamentos com doses crescentes
(0, 40, 80, 120 e 160 mg kg!) de 4acido indol-3-acético (AIA) produzido por A. flavipes (A) e
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CAPITULO 4
Figura 1. Efeito das formas de aplicacdo do produto, sélido e liquido, na porcentagem de
enraizamento, no comprimento médio das raizes e na massa fresca média radicular, 40 dias
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PRADO, D.Z. PRODUCAO DE ACIDO INDOL-3-ACETICO E FITASES POR
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RESUMO

O Eucalyptus ¢ um importante género florestal plantado mundialmente para fins comerciais. O
Brasil ¢ lider global em produtividade de Eucalyptus, devido as condi¢des climaticas favoraveis
e a eficientes programas de melhoramento baseados em plantagdes clonais, porém alguns clones
de Eucalyptus possuem dificuldades de propagagdo, principalmente relacionadas ao
enraizamento. A inoculagdo fingica e bacteriana pode auxiliar o enraizamento e
desenvolvimento vegetal pela produ¢ao de metabolitos tais como acido indol-3-acético (AIA)
e fitases. O objetivo deste trabalho foi produzir AIA e fitases por fermentacao em estado solido
(FES) utilizando Aspergillus spp., Trichoderma spp. € Bacillus spp. € a inoculacao das cepas
de maior produtividade em mudas de Eucalyptus grandis x E. urophylla (clone IPB2) visando
otimizar o desenvolvimento vegetal. A FES ocorreu utilizando bagaco de mandioca, farelos de
soja e trigo e graos secos de destilaria com soluveis (DDGS) de sorgo e milho como substratos.
Nos filtrados da FES foram determinados a concentragao de AIA e a atividade de fitase. As
caracteristicas fisicas e quimicas dos substratos [macroporosidade (%), microporosidade (%),
retengdio de d4gua (mL/cm?), condutividade elétrica (mS/cm?), pH, proteina bruta (%), lipideos
(%), hemicelulose (%), celulose (%) e lignina (%)] foram determinadas e correlacionadas a
produtividade das biomoléculas, a fim de esclarecer a influéncia na alteragdo do metabolismo
microbiano para maior ou menor produtividade de AIA e fitases. Os micro-organismos com
maior produtividade de AIA e fitases foram selecionados para a continuidade do estudo. Foram
implantados dois experimentos, o primeiro testando a produgdo de auxina pela fermentagao de
A. flavipes em farelo de soja (0,5 mm) com adi¢@o de agua (15 mL) e triptofano (1,5 %, m/m),
descrito na patente BR 10 2018 007927 1 e o segundo testando a cepa 01 de A. niger cultivada
em farelo de trigo com adi¢@o de agua (10 mL), produtor de fitase. Os tratamentos de ambos
experimentos foram aplicados em formas so6lida e liquida ao substrato Carolina I® nas doses 0,
40, 80, 120 e 160 mg de AIA kg e 0, 85, 170, 255 e 340 U de fitase por kg! de substrato,

respectivamente. O plantio das estacas foi realizado nos substratos tratados e no controle. O
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experimento com AIA, cujo objetivo foi avaliar o enraizamento, teve duracdo de 40 dias;
enquanto o experimento com fitase, cujo objetivo foi avaliar o desenvolvimento vegetal de
forma geral, se prolongou por 5 meses. Foram realizadas avaliacdes de sobrevivéncia (%),
enraizamento (%), comprimento da parte aérea e das raizes e as massas fresca e seca das raizes.
Para o experimento com fitase, também foram determinados o comprimento da parte aérea,
diametro médio do colo, a massa seca total, a intensidade de coloracao verde das folhas e o
nimero de folhas. Nossos resultados confirmaram a capacidade de producdo de AIA e fitases
pela maioria dos micro-organismos utilizados neste estudo. Houve influéncia negativa de
lignina na produtividade de AIA por Bacillus e Trichoderma e influéncia positiva do pH,
hemicelulose e microporos para a produgao de AIA por Bacillus. O produto descrito na patente
BR 102018 007927 1, na forma sélida e na faixa de dosagem de 40 a 120 mg kg™!, incrementou
a porcentagem de enraizamento, o comprimento radicular e as massas fresca e seca das raizes,
enquanto o tratamento com 120 mg kg do produto na forma liquida induziu o aumento do
comprimento das raizes e da massa seca radicular, além dos efeitos positivos no enraizamento
o produto ndo apresentou citotoxicidade em fibroblastos (NIH/3t3). J& a inoculacdo 4. niger,
em geral, prejudicou o desenvolvimento do clone IBP2, principalmente nos tratamentos com a
forma liquida, indicando a producao de metabdlitos fitotoxicos pelo micro-organismo. Assim,
em estudos futuros, sugerimos que a fitase produzida por 4. niger seja testada em Eucalyptus

grandis x E. urophylla na forma purificada.

Palavras-chave: Aspergillus, Trichoderma, Bacillus, enraizamento, fitohormdnio, enzima.



ABSTRACT

Eucalyptus is an important forest genus planted worldwide for commercial purposes. Brazil is
the global leader in Eucalyptus productivity due to favorable climatic conditions and efficient
breeding programs based on clonal plantations, but some Eucalyptus clones have difficulties of
propagation, mainly related to rooting. Fungal and bacterial inoculation can positively influence
rooting and plant development by producing metabolites such as indole-3-acetic acid (IAA) and
phytases. This work aimed to produce IAA and phytases under solid state fermentation (SSF)
using Aspergillus spp., Trichoderma spp. and Bacillus spp. and inoculate the best producers in
cuttings of Eucalyptus grandis x E. urophylla (clone IPB2), aiming to optimize plant
development. The SSF technique was performed using cassava bagasse, soybean and wheat
bran and distillers dried grains with solubles (DDGS) of sorghum and maize as substrates. The
concentration of IAA and phytase activity were determined in SSF filtrates. The physical and
chemical characteristics of the substrates [macroporosity (%), microporosity (%), water
retention (mL/cm?), electrical conductivity (mS/cm?), pH, brute protein (%), lipids (%),
hemicellulose %), cellulose (%) and lignin (%)] were determined and correlated to the
biomolecules productivity in order to clarify their influence on the alteration of microbial
metabolism for higher or lower productivity of IAA and phytases. The microorganisms with
higher productivity of IAA and phytases were selected for the study continuation. Two
experiments were carried out, the first one tested the fermentation of A. flavipes in soybean bran
(0.5 mm) with addition of water (15 mL) and tryptophan (1.5%, m/m), described in patent BR
102018 0079271, source of IAA and the second tested the strain 01 of A. niger, grown on wheat
bran with addition of water (10 mL), source of phytase. The treatments of both experiments
were applied in solid and liquid forms to the substrate Carolina I® at 0, 40, 80, 120 and 160 mg
of IAA kg'! and 0, 85, 170, 255 and 340 U of phytase kg™ of substrate, respectively. The
planting of cuttings was carried out on treated substrates and on control. The experiment with
IAA, which aimed rooting improvement, lasted 40 days, while the experiment with phytase,
whose objective was to evaluate plant development, lasted 5 months. Plants survival (%),
rooting (%), shoot and root length, and fresh and dry mass of the roots were evaluated. For the
phytase experiment, shoot length, colon diameter, total dry mass, green intensity in leaves and
number of leaves were also determined. Our results confirmed the production of IAA and

phytases by most of the microorganisms tested in this study. There was a negative influence of
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lignin on the productivity of IAA by Bacillus and Trichoderma and positive influence of pH,
hemicellulose and micropores for the production of IAA by Bacillus. The product described in
the patent BR 10 2018 007927 1, in solid form, and in the range from 40 to 120 mg kg,
increased rooting percentage, root length and fresh and dry mass of the roots, while treatment
with 120 mg kg™! of the product in liquid form induced increases in root length, and root dry
mass. In addition to the positive rooting effects, the product did not show cytotoxicity in
fibroblasts (NIH/3t3). However, A. niger inoculation generally impaired the development of
the IBP2 clone, mainly in treatments with the liquid form, indicating the production of
phytotoxic metabolites by the microorganism. Thus, in future studies, we suggest testing
purified A. niger phytases in Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Key words: Aspergillus, Trichoderma, Bacillus, rooting, phytohormone, enzyme.



1. Introdugao geral

O Brasil ¢ um pais que, além de ser composto por diversos, ricos e grandes biomas,
apresenta caracteristicas como clima e solos favoraveis e areas disponiveis, condi¢des estas que
facilitam o estabelecimento de diversas culturas vegetais. No setor florestal, a madeira ¢ o
principal recurso comercializado. A maior parte da madeira obtida a partir de florestas plantadas
destina-se as industrias de celulose e papel, madeira e carvao vegetal (BUFALINO et al., 2015).
O abastecimento de madeira ¢ feito, em sua maioria, por plantios de Fucalyptus e Pinus com
area plantada de 7,84 M ha, dos quais o Eucalyptus representa 73% (IBA, 2017).

O grande sucesso dos plantios de Eucalyptus se deve a avangados programas de
melhoramento florestal baseados na criagdo de hibridos intra e inter-especificos. A razao
principal de realizar cruzamentos entre linhas puras de uma unica espécie ou de diferentes
espécies ¢ a exploragao da superioridade hibrida (heterose) e a possibilidade de combinagao de
caracteristicas complementares (VOLKER; POTTS; BORRALHO, 2008).

O clone IPB2 selecionado pelo programa de melhoramento da ARBORGEN, ¢ um
hibrido inter-especifico de Eucalyptus grandis x E. urophylla de grande produtividade, com
incremento médio anual de 35 a 45 m?/ha, contra 31 a 40 m?/ha do clone controle. Aos 6 anos
de idade, com os manejos de silvicultura adequados, as arvores atingem 510 kg/m? de densidade
basica e 53% de rendimento em celulose, contra 460 kg/m® e 51% no clone controle,
respectivamente. Além da grande produtividade, o clone apresenta tolerancia a ferrugem,
doenca causada pelo fungo Puccinia psidii, a ataques de vespa da galha e a quebra por
adversidades climaticas (ARBORGEN, 2018). No entanto, o material genético apresenta
dificuldades de propagacdo devido a baixa taxa de enraizamento.

Entre as biomoléculas que podem auxiliar o desenvolvimento vegetal estdo as auxinas e
as fitases. Auxinas sintéticas tém sido amplamente utilizadas para incrementar o enraizamento
e o desenvolvimento vegetal e, em altas concentragdes, também utilizadas como herbicida
(CROZIER et al., 2002). A auxina 4cido indol-3-acético (AIA) também pode ser produzida por
diversas espécies de micro-organismos (SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2010).

As fitases (mio-inositol-hexafosfato fosfohidrolase, E.C. 3.1.3.8) sdo uma classe de
fosfatases que catalisam a remogdo gradual de fosfatos de 4cido fitico (hexaquisfosfato mio-
inositol) ou do seu sal (fitato), liberando fosfatos na forma inorganica (VINCENT;

CROWDER; AVERILL, 1992). Os micro-organismos possuem a capacidade de produzir
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fitases, essas enzimas sdo ativamente secretadas para o solo, atuando na decomposi¢ao de
residuos vegetais e na liberagao de fosforos organicos para o solo. Assim, as fitases microbianas
sdo as enzimas chave na ciclagem de fosforo no solo (JORQUERA et al., 2008).

Auxinas e fitases produzidas por micro-organismos podem alterar o desenvolvimento
vegetal. Um consideravel nimero de micro-organismos vem demonstrando beneficiar plantas
promovendo crescimento e/ou atenuando ou prevenindo o efeito deletério de patdogenos
(GLICK, 1995). Esses micro-organismos incluem fungos e bactérias e geralmente sdo referidos
como micro-organismos promotores do crescimento de plantas (PGPMs) (GROPPA,
BENAVIDES; ZAWOZNIK, 2012).

Os micro-organismos podem ser cultivados por fermentagdo em estado solido (FES),
técnica que utiliza como substratos residuos agro-industriais e subprodutos. Essa utilizagao,
além de adicionar valor economico aos residuos e subprodutos, também contribui para
solucionar descartes excedentes. A FES também possui vantagens como fornecer ao micro-
organismo cultivado um ambiente mais proximo ao de seu habitat quando comparado a
fermentagdo liquida, o que vem sendo apontado como o fator principal para seu melhor
rendimento e produtividade (SINGH NEE NIGAM; PANDEY, 2009).

A FES vem sendo aplicada, nos tltimos anos, em industrias de biotecnologia, devido ao
seu potencial para a producao de metabolitos secundarios biologicamente ativos (PANDEY,
2003; SINGHANIA et al., 2009). A busca por processos sustentdveis para substitur os
processos quimicos, torna a FES uma técnica promissora no cenario atual, por oferecer
potenciais beneficios ambientais (SINGH NEE NIGAM; PANDEY, 2009).

Assim, o presente trabalho objetivou a producao de AIA e fitases por Aspergillus spp.,
Trichoderma spp. e Bacillus spp. utilizando fermentac¢ao em estado solido (FES) e a inoculacao
dos produtos da FES em estacas de Eucalyptus grandis x E. urophylla (clone IPB2), visando o
enraizamento e o desenvolvimento vegetal das mudas em viveiro. Os experimentos seguiram

conforme a Figura 1.
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Figura 1. Fluxograma do processo de fermentacdo em estado solido para a selegdo das
combinag¢des com maior produ¢do de auxinas e fitases.

—————— Planejamento e , :
Uso do melhor micro- = R ONORIAS ( o0 . |
e wepr i }—‘ experimental da produtos obtidos ‘ Anilises morfolégicas ‘

FES nas melhores condigoes de Inoculagido em Fucalyptus

cultivo para produgéo de grandis x E. urophylla
auxina ¢ fitases (clone IPB2)

Figura 2. Fluxograma do planejamento experimental, sele¢do das condi¢des de cultivo e
inoculacdo em Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Este trabalho foi dividido em quatro capitulos. No primeiro, foi realizada uma revisdo de
literatura sobre a aplicagdao dos micro-organismos dos géneros Trichoderma spp., Bacillus spp.
e Aspergillus spp., com a funcao de promotores de crescimento vegetal, na agricultura.

No segundo estdo apresentados os dados da producdo de auxinas e fitases resultantes do
cultivo de Aspergillus spp., Trichoderma spp. e Bacillus spp. por FES em diferentes substratos
e determinadas as caracteristicas fisicas e quimicas dos substratos: macro e microporosidade,
capacidade de retengdo de agua, condutividade elétrica, pH, proteina bruta, lipideos,
hemicelulose, celulose, lignina dos substratos utilizados na FES. A produtividade das
biomoléculas foi correlacionada as caracteristicas dos substratos a fim de investigar a influéncia
de cada um dos fatores na produtividade dos micro-organismos.

O terceiro capitulo consistiu na pesquisa que culminou no desenvolvimento da patente
intitulada “Produgdo de acido indol-3-acético (AIA) por fementacdo em estado so6lido”,
registrada no INPI (BR 10 2018 007927 1), que relata a produgdo inédita da biomolécula por
A. flavipes utilizando fermentacdo em estado so6lido. O produto foi aplicado em mudas de
Eucalyptus grandis x E. urophylla (clone IPB2) e avaliadas as caracteristicas morfoldgicas

[sobrevivéncia (%), enraizamento (%), comprimento da parte aérea e das raizes, massas fresca
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e seca das raizes]. Além disso, foi avaliada a seguranca do produto e do acido indol-3-acético
purificado (Sigma®) em fibroblastos.

No quarto capitulo foi relatada a aplicacdo de A. miger cultivado em farelo de trigo,
produtor de altas concentragdes de fitase em mudas de Eucalyptus grandis x E. urophylla (clone
IPB2) e apresentados os dados morfologicos [sobrevivéncia (%), enraizamento (%),
comprimento da parte aérea e das raizes, massas fresca e seca das raizes, diametro médio do
colo, massa seca total, intensidade de coloragdo verde das folhas ¢ o nimero de folhas].

Ao final da tese foram adicionadas as atividades complementares realizadas durante o
doutorado da aluna que consistiram no aprendizado de técnicas de biologia molecular, na
pesquisa sobre expressdo de genes relacionados a producao de AIA e em estudos sobre o tipo
de interacdo exercida pelo micro-organismo relatado na patente com o clone IPB2. Essas
atividades foram realizadas em estdgio na Universidade Técnica de Dresden, na Alemanha, de

julho a outubro de 2017, sob supervisao da Prof* Dr* Jutta Ludwig-Miiller.
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Conclusio geral e estudos futuros

Neste estudo, Aspergillus spp., Trichoderma spp. € Bacillus spp., géneros microbianos
com diversas possibilidades de aplicacdo na agricultura, foram avaliados como produtores de
auxinas e fitases por fermentacdo em estado soélido (FES). Pela primeira vez, foi relatada a
produgdo de 4cido indol-3-acético (AIA) por FES. Foi também evidenciada a influéncia
positiva de hemicelulose, microporosidade e pH neutro do substrato para a produgao de auxina
por Bacillus e influéncia negativa da presenga de lignina para a produgdao de auxina por
Trichoderma e Bacillus.

Entre as cepas microbianas testadas para a producao de AIA, houve destaque para a cepa
Aspergillus flavipes (ATCC® 16814™) cultivada em farelo de soja com adigdo de 4gua e
triptofano. O produto da FES aumentou a taxa de enraizamento de Eucalyptus grandis x E.
urophylla (clone IPB2) em 30%, o comprimento e a massa fresca radicular e foi comprovado
como atdxico para fibroblastos. Os estudos futuros com A. flavipes pretendem elucidar se, em
altas dosagens, o produto possui efeito herbicida, bem como compreender o tipo de relagdo
estabelecida entre o fungo e o vegetal, desvendar por qual via metabolica ocorre a producao de
AIA e elucidar as modificagdes que ocorrem no transcriptoma vegetal quando inoculado o
bioestimulante.

Ja a cepa selecionada para aplicacdo de fitases, Aspergillus niger 01 (CBMAI 2084)
cultivada em farelo de trigo, ndo resultou em efeitos positivos no desenvolvimento de
Eucalyptus grandis x E. urophylla (clone IPB2), os efeitos negativos mais intensos ocorreram
quando o produto foi utilizado na forma liquida, forma que aumenta a superficie de contato
produto/vegetal, assim, nas pesquisas futuras sugerimos que o indculo seja testado em menores

doses e de forma purificada.
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