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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
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO E APLICACAO EM Eucalyptus grandis x E.
urophylla. 2019. 111P. TESE (DOUTORADO) - INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP -
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

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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Capitulo 1: Trichoderma, Bacillus e Aspergillus como micro-organismos promotores de

crescimento de plantas (PGPMs): aplicacdes sustentaveis para a agricultura

Resumo
A reducao das areas agricolas decorrente das mudangas climaticas ¢, atualmente, uma
preocupacao mundial. Agroquimicos tém sido amplamente utilizados com o objetivo de
aumentar a producdo agricola, porém, seu uso extensivo gera altos custos, pode deteriorar a
qualidade do meio ambiente e gerar problemas para a saude animal e humana. Como alternativa
aos agroquimicos, micro-organismos promotores de crescimento de plantas (PGPMs), como
algumas espécies dos géneros Trichoderma, Bacillus e Aspergillus, tém sido considerados uma
ferramenta vidvel para a producdo agricola sustentdvel e utilizados para diversas finalidades.
Assim, esta revisdo objetivou discutir as possiveis aplicacdes agrondmicas desses micro-
organismos como biofertilizantes (fixadores de N e disponibizadores de P) e bioestimulantes
(reguladores de fitohormonios como auxinas, giberelinas, citocininas, e etileno), bem como as
limitagdes e desafios para comercializacio desses produtos e perspectivas futuras.
Palavras-chave: agricultura sustentdvel, bioestimulantes, biofertilizantes, inoculantes

microbianos.
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1. Introdugao

O uso eficiente do solo para fins agricolas ¢ um importante desafio de sustentabilidade
deste século. Atualmente, devido a atividades antropogénicas, mais de 33% dos solos araveis
sao inadequadas para a agricultura e com o aumento populacional mundial, degradagdao do meio
ambiente e mudangas climaticas, esse cenario tende a se tornar mais intenso em um futuro
proximo (ABHILASH et al., 2016; DUCA et al., 2014).

Além de reduzir as areas agricolas, as mudancgas climaticas irdo acelerar a ocorréncia de
diversas fitopatologias, aumentando a necessidade do uso de defensivos agricolas para a
producao de alimentos e, consequentemente, deteriorando a qualidade das terras cultivaveis
(ABHILASH et al., 2016). A agricultura intensiva também exige uma quantidade substancial
de fertilizantes sintéticos, cujas fontes sdo limitadas, sugerindo que havera aumento no custo
dos fertilizantes nitrogenados (N) e fosfatados (P), bem como de todas as formulagdes oriundas
destes nutrientes (NKEBIWE et al., 2016).

O uso extensivo de agroquimicos pode se tornar um grande problema, pois a meia-vida
desses compostos ¢ influenciada por fatores ambientais como temperatura, tipo e atividade de
micro-organismos, composi¢ao ¢ pH do solo, e devido a essas variagcdes, a meia-vida nem
sempre corresponde a permanéncia esperada no ambiente (BARCHANSKA et al., 2017). Além
disso a exposicao a agroquimicos tem sido relacionada a efeitos negativos na saude humana,
como rinite alérgica, asma (PATEL et al.,, 2018), disturbios nos tratos respiratorio e
reprodutivos, além de efeitos teratogénicos e neurodegenerativos como as doengas de Parkinson
e Alzheimer (SABARWAL; KUMAR; SINGH, 2018) e epilepsia (REQUENA et al., 2018).

Assim, devido aos efeitos negativos das substincias quimicas sintéticas, métodos
sustentaveis vém sendo desenvolvidos para a promog¢ao do crescimento vegetal, como o uso de
bioinoculantes (MARTINEZ-HIDALGO et al., 2018). O mercado global de bioinoculantes tem
crescido em uma taxa estimada de 10% ao ano (BERG et al., 2009) e € previsto que movimente
USS$ 12,86 bilhdes até 2022 (MARKETS & MARKETS, 2018).

Os bioinoculantes englobam, entre outros, micro-organismos promotores de crescimento
de plantas (PGPMs). Os PGPMs sdao micro-organismos benéficos que habitam a rizosfera e
influenciam o crescimento de plantas de forma direta, por mecanismos como a producao ou
supressao de fitohormonios (bioestimulantes) e o aumento da absor¢dao de agua e nutrientes

(biofertilizantes) (ABHILASH et al., 2016; BERG, 2009) ou indireta (biopesticidas) e podem
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potencializar a produgio agricola (PANDEY; YARZABAL, 2018). Nesta revisdo, nosso
objetivo foi promover uma visdo geral sobre a utilizacdo de trés géneros microbianos,
Trichoderma, Bacillus e Aspergillus como biestimulantes e biofertilizantes, bem como discutir
as dificuldades e futuras perspectivas para o uso desses bioprocessos emergentes na area

agrondmica.

2. Bacillus, Trichoderma e Aspergillus como micro-organismos promotores de

crescimento de plantas (PGPMs)

Micro-organismos dos géneros Bacillus, Trichoderma e Aspergillus vém sendo
pesquisados nos ultimos anos e exercido efeitos benéficos em diferentes culturas vegetais
(Tabela 1). Assim, na sequéncia, revisamos a aplicagdo desses micro-organismos de forma
direta, como bioestimulantes (reguladores de fitohormonios como auxinas, giberelinas,

citocininas e etileno) e biofertilizantes (fixadores de N e disponibizadores de P).

16



Tabela 1. Efeitos da aplicacdo de micro-organismos promotores do crescimento de plantas (PGPM) no desenvolvimento de diversas espécies

vegetais.

Micro-organismo Espécie vegetal

Efeito

Referéncia

Arabdopsis thaliana
Aspergillus ustus
Solanum tuberosa

Crescimento da parte aérea e das raizes e no nimero de raizes laterais e

pélos radiculares

Salas-Marina et al. (2011)

Trichoderma virens

Trichoderma atroviride Arabdopsis thaliana

Aumento das raizes laterais e da biomassa radicular

Contreras-Cornejo et al. (2009)

Aspergillus niger Triticum aestivum Linn. Aumento no comprimento da parte aérea e das raizes Gujar; Bhavsar; Khire (2013)
Trichoderma asperellum Cucumis sativus L. Crescimento radicular e aumento da atividade das raizes Zhao e Zhang (2015)
Bacillus spp. Eucalyptus urograndis Crescimento radicular e da parte aérea Paz et al. (2012)
gl fomigas Ghinemax e e ol caws ot s bomasa da e o Khun et 01D
Trichoderma atroviride Pinus radiata Aumentos na biomassa radicular e do caule e no didmetro do caule Reglinski et al. (2012)
Bacillus cereus Piper nigrum L. Aumento no nimero de raizes, comprimento de raizes e massas Aziz et al. (2015)

radiculares fresca e seca

Bacillus amyloliquefaciens  Solanum lycopersicum

Supressao de Ralstonia solanacearum, maiores biomassa, didmetro e
comprimento radiculares, volume de raizes ¢ massa fresca da parte aérea

Tan et al. (2013)

Bacillus subtilis Nicotiana tabacum

Alongamento radicular

Shan-Shan et al. (2014)

Trichoderma spp. Zea mays

Aumento dos comprimentos da parte aérea e das raizes, area foliar,
biomassa total e massa fresca do caule e das raizes

Kumar; Manigundan; Amaresan (2017)
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2.1. Bioestimulantes

2.1.1. Auxinas

As auxinas foram descritas pela primeira vez em 1926 por Fritz Went, que ao estudar
coledptilos de aveia obteve um promotor difusivel de crescimento. O hormonio auxina esta
envolvido em varios mecanismos biologicos em plantas como endocitose, polaridade celular,
controle do ciclo celular, alongamento e crescimento diferencial, embriogénese, padrao tecidual
e formagdo de novo de 6rgaos (SAUER; ROBERT; KLEINE-VEHN, 2013).

O 4cido indol-3-acético (AIA) ¢ uma auxina presente na maioria das plantas e sua
producdo por micro-organismos ocorre por vias biossintéticas ainda ndao completamente
elucidadas, porém ¢ descrito que o triptofano (Trp) ¢ utilizado como principal precursor tanto
para bactérias como para fungos, através de intermedidrios tais como o acido indol-3-pirtvico,
indol-3-acetamida e triptamina (SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2010).

Micro-organismos dos géneros Trichoderma, Bacillus e Aspergillus vém sendo descritos
na literatura como capazes de produzir diferentes quantidades de AIA por vias dependentes de
triptofano (Tabela 2). A espécie Bacillus subtilis, usada como referéncia para a producao de
AIA, produziu 25 pg mL™! de AIA e derivados na auséncia de triptofano, enquanto em presenca
do aminodcido, a produtividade foi elevada cerca de 4 vezes (SALAS-MARINA et al., 2011).
Bacillus spp. endofiticos isolados do hibrido FEucalyptus urograndis cultivados em meio
tryptone soy acrescido de L-triptofano (5 mM) (PAZ et al., 2012) e cepas de Bacillus velezensis
cultivadas em caldo tryptic soy com acréscimo de tryptofano (1%) produziram quantidades
similares de AIA e derivados (MENG:; JIANG; HAO, 2016) (Tabela 2).

A produgdo de auxinas por fungos do género Trichoderma também apresenta ampla
variacao na literatura. Isolados de Trichoderma spp. provenientes da rizosfera de areas agricolas
para o cultivo de vegetais e especiarias nas Ilhas Andaman e Nicobar, India, cultivados em
caldo Czapek-dox produziram de 0,7 a 1,6 ug mL' de AIA e derivados na auséncia de
triptofano e de 5,5 a 36,4 pg mL! na presenca de triptofano (KUMAR et al., 2017). Em outro
estudo, foi evidenciada a capacidade de producao de AIA, em presenga de triptofano
(aproximadamente 1 ng mL™!), pela cepa Q1 de T. asperellum isolada da rizosfera de de pepino

(ZHAO; ZHANG, 2015). A espécie T. virens, cultivada em solugdo nutritiva, também produziu
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AIA, na auséncia de triptofano apresentou a produtividade de 13,5 pg mL! e em presenca de
triptofano, 233,6 pg mL!' (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009).

No género Aspergillus, a producao de AIA e derivados foi evidenciada em Aspergillus
niger (85 pg mL™), sendo superior a produtividade das espécies Trichoderma harzianum (68
ug mLY) e Penicillium citrinum (52 pg mL™') (YADAV; PRAKASH; TIWARI, 2011). Para a
espécie Aspergillus ustus foi comprovada a utilizag¢do de via sintética dependente de triptofano,
na auséncia do aminodcido houve a produgdo de 0,79 pg mL’!, enquanto no meio MS
(Murashige e Skoog) suplementado com o aminoacido, a producao foi elevada cerca de 10 vezes

(SALAS-MARINA et al., 2011).

Tabela 2. Producdo de acido indol-3-acético (AIA) e derivados, por diferentes espécies de
micro-organismos dos géneros Trichoderma, Aspergillus € Bacillus.

Micro-organismo Bioestimulante Producio Referéncia
Bacillus subilis A.I Ae 106,36 pg mL"! Salas-Marina et al. (2011)
derivados
. AlAe 1
Bacillus spp. derivados 17,1 -27,5 ug mL Paz et al. (2012)
AlAe

15,2-21,3 uyg mL!

Bacillus velezensis derivados Meng; Jiang; Hao (2016)
Bacillus aryabhattai AlA 6,0 pg mL"! Park et al. (2017)
AlAe
Trichoderma spp. derivados 5,5-34,4 ug mL’! Kumar et al. (2017)
Trichoderma asperellum AIA 1 ng mL"! Zhao e Zhang (2015)
Trichoderma virens AIA 234 ug mL’! Contreras-Cornejo et al. (2009)
. . _1
Trichoderma harzianum A.IA e 68 ng mL Yadav; Prakash; Tiwari (2011)
. . derivados 1
Aspergillus niger 85 ug mL
AlAe
Aspergillus ustus derivados 7,94 ug mL*! Salas-Marina et al. (2011)

2.1.2. Giberelinas

Os fitohormdnios giberelinas (GA) sdo terpenoides e foram descritos pela primeita vez
em Gibberella fujikuroi, fungo causador da doenca "bakanae", que causa crescimento
elevadamente anormal nas plantas infectadas (CHANCLUD; MOREL, 2016). As GAs regulam
o crescimento e desenvolvimento durante todo o ciclo de vida vegetal e seu acimulo vem sendo
relacionado a regulacdo do crescimento de embrides em desenvolvimento, germinagdo de
sementes, alongamento caulinar e radicular e desenvolvimento de 6rgaos reprodutivos (RIZZA;

JONES, 2019).
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Tabela 3. Produgdo de giberelinas (GAs), por diferentes espécies de micro-organismos dos

géneros Trichoderma, Aspergillus e Bacillus.

Micro-organismo Bioestimulante Produgio Referéncia
GAl 130 ng mL"!
Bacillus licheformis GA3 60 ng mL"!
GA4 8 ng mL!
GA20 2 ng ml” Gutiérrez-Maiiero et al. (2001)
GAl 150 ng mL"!
Bacillus pumilus GA3 50 ng mL™
GA4 12 ng mL"!
GA20 3ngmL!
GA4 2,1 ng 100 mL™!
GAS 0,19 ng 100 mL™!
Bacillus amyloliquefaciens GA9 1,1 ng 100 mL"! Kim et al. (2017)
GA19 1,25 ng 100 mL!
GA20 0,13 ng 100 mL"!
GALl 0,010 ng mL"!
GA3 0,026 ng mL"!
GA7 0,056 ng mL"!
GAS 0,024 ng mL"!
GA9 0,017 ng mL"!
Bacillus methylotrophicus GA12 0,266 ng mL"! Radhakrishnan e Lee, 2016
GA19 0,008 ng mL"!
GA20 0,015 ng mL"!
GA24 0,009 ng mL"!
GA34 0,113 ng mL"!
GAS53 0,004 ng mL"!
Trichoderma asperellum GA 0,09 ng mL"! Zhao e Zhang, 2015
Trichoderma harzianum T-21 75 ug mL!
Trichoderma harzianum T-68 GA 80 pg mL"! You et al. (2016)
Trichoderma koningiopsis T-35 125 pg mL!
Trichoderma koningiopsis T-51 130 pg mL!
Aspergillus ustus GA 9,7 ug mL™! Salas-Marina et al. (2011)
GA4 24,8 ng mL!
Aspergillus fumigatus GA9 1,2 ng mL"! Khan et al. (2011)
GA12 9,8 ng mL!

Diversas espécies do género Bacillus vém sendo relatadas na literatura como capazes de
produzir diferentes concentragdes de giberelinas (0,0013 — 150 ng mL") (GUTIERREZ-
MANERO et al., 2001; KIM et al., 2017; RADHAKRISHNAN; LEE, 2016) (Tabela 3) ¢

exercer efeitos positivos no desenvolvimento vegetal. A cepa H-25 de B. amyloliquefaciens
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induziu crescimento de repolho chinés, mostarda e beterraba (KIM et al., 2017), enquanto a
cepa bacteriana KE2 isolada de Kimchi e identificada como Bacillus methylotrophicus por
analise filogenética, quando inoculado em alface aumentou o comprimento da parte aérea,
massa fresca aérea e largura foliar (RADHAKRISHNAN; LEE, 2016).

A producdo de GAs também vem sendo descrita em diversas espécies do género
Trichoderma (Tabela 3). A cepa Q1 de Trichoderma asperellum, produtora de GA, quando
aplicada em pepino aumentou os niveis de GA em folhas em 55,6 e 23,5%, nos tratamentos
com e sem NaCl, respectivamente (ZHAO; ZHANG, 2015). Quatro isolados de Trichoderma
pertencentes as espécies 7. harzianum e T. koningiopsis, apresentaram a capacidade de produzir
giberelinas e 4cido indol-3-acético e promover o crescimento de tomate, aumentando
significativamente o numero de folhas, comprimento, didmetro do caule, massa fresca e massa
seca (YOU et al., 2016).

Em relacdo aos produtores de giberelina pertencentes ao género Aspergillus (Tabela 3), a
inoculacdo de A. ustus em raizes de Arabdopsis thaliana e Solanum tuberosum induziu aumento
no crescimento de raizes e parte aérea e nimero de raizes laterais e pélos radiculares (SALAS-
MARINA et al., 2011), enquanto a inoculagdao da cepa endofitica GMH-1, identificada como
Aspergillus fumigatus, em soja aumentou significativamente o comprimento da parte aérea, as
biomassas fresca e seca, a area foliar, o conteido de clorofila e as taxas fotossintéticas sob

estresse salino (KHAN et al., 2011).

2.1.3. Citocininas

A citocinina cinetina foi descrita pela primeira vez no final de 1950, quando pesquisadores
buscavam desvendar a molécula responsavel pelo estimulo da proliferagao celular que atuava
em conjunto com o AIA (MILLER et al., 1955). As citocininas (CKs) sdo fitohormonios
relacionados ao desenvolvimento da parte aérea, de gametofitos femininos e raizes laterais
(WYBOUW; DE RYBEL, 2018), além de respostas a disponibilidade de nutrientes e estresses
bioticos e abidticos (KIEBER; SCHALLER, 2018).

Diversas espécies pertencentes ao género Bacillus vém sendo descritas como produtoras
de citocininas e promotoras de crescimento de diferentes espécies vegetais. A rizobactéria B.
amyloliquefaciens subsp. plantarum UCMB5113 produziu 2-300 fmol pL™! de citocininas e

estimulou o crescimento de Arabidopsis thaliana Col-0, aumentando o crescimento e
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alongamento das raizes laterais, a formagao de pélos radiculares e o crescimento da parte aérea
(ASARI et al., 2017). Em outro estudo, a cepa SRB02 de B. aryabhattai produziu quantidades
significativas de AIA, CKs (1,5 ng mL™') e GAs em meio de cultura e, quando aplicado 4 soja,
incrementou os niveis de AIA, acido jasmonico e GAs e induziu aumentos no comprimento das
raizes e da parte aérea (PARK et al., 2017). A citocinina zeatina ribosidica foi produzida em
grandes quantidades (1,2 ug mL™!) pela cepa B. subtilis IB-22, a inoculacio bacteriana em alface
resultou em aumentos no conteudo de citocininas tanto na parte aérea quanto nas raizes e
aumentos da parte aérea e massa radicular (ARKHIPOVA et al., 2005).

Nos géneros Aspergillus e Trichoderma, at¢ o momento ndo foram detectadas cepas
produtoras do fitohormdnio, porém em 7. atroviride foram identificados 5 genes que em
Arabidopsis, M. polymorpha e C. purpurea sao relacionados a biossintese de CK, sugerindo

que a espécie fungica produz CKs (GUZMAN-GUZMAN, 2018).

2.1.4. Etileno

O etileno (C2Hs) foi reconhecido como o primeiro hormonio gasoso, em pesquisas
realizadas ao final do século XIX e inicio do século XX (BAKSHI et al., 2015). O hormonio é
produzido em plantas em resposta a estresses bioticos e abiodticos e desempenha papel
fundamental na regulacdo do crescimento e desenvolvimento vegetal (SHAHAROONA et al.,
2012). Os efeitos do acamulo de etileno na divisao e alongamento celular podem ser tanto
positivos quanto negativos, dependendo do contexto ambiental e do 6rgao vegetal (DUBOIS;
VAN DEN BROECK; INZE, 2018).

Alguns PGPMs regulam a producdo de etileno pela produgdo da enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase (E.C. 3.5.99.7), responsavel por
metabolizar ACC e formar a-cetobutirato e amonia, assim, a inoculagao desses PGPMs poderia
reduzir a produ¢do de etileno induzida por estresses, mantendo o crescimento e
desenvolvimento vegetal (SHAHAROONA et al., 2012).

Micro-organismos pertencentes aos géneros Bacillus, Trichoderma e Aspergillus,
produtores de ACC desaminase (Tabela 4), vém sendo descritos como PGPMs. Treze cepas
bacterianas (WU-1-13), isoladas de solo salino de Xinjiang, China e produtoras de altas
quantidades de ACC desaminase, foram identificadas como pertencentes ao género Bacillus

(Tabela 4). A cepa WU-5, identificada como B. megaterium, promoveu maiores aumentos na
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massa seca, comprimento da parte aérea e comprimento radicular de mudas de pimenta em
comparagdo ao controle e as demais cepas, sob estresse salino (WANG et al., 2018). Para Vigna
mungo L. e Pisum sativum L., a combinacdo dos micro-organismos Ochrobactrum
pseudogrignonense RJ12, Pseudomonas sp. RJI15 e Bacillus subtilis RJ46 foi usada como
tratamento para estresse hidrico e aumentou significativamente a porcentagem de germinacao
de sementes, comprimento de raiz, comprimento da parte aérea e a massa seca das plantas
tratadas, bem como a producdo de enzimas oxidativas, osmolitos celulares, teor de clorofila,
conteudo relativo de 4gua e recuperagao radicular (SAIKIA et al., 2018).

Cepas do Trichoderma, produtoras de ACC desaminase, vém sendo utilizadas tanto como
indculo quanto para a transformacao genética de outros micro-organismos. A cepa PDR-28 de
Trichoderma virens, tolerante a metais pesados e produtora de ACC desaminase, foi inoculada
no solo e aumentou a massa seca radicular e da parte aérea, as concentragdes de clorofila,
acucar, amido e proteina de milho (Zea mays) (BABU et al., 2014). A bactéria Escherichia coli
foi modificada geneticamente, adicionando o gene Tas-acdS de Trichoderma asperellum, que
codifica enzima ACC desaminase ¢ quando inoculada em canola (Brassica napus) aumentou o

alongamento radicular (VITERBO et al., 2010).

Tabela 4. Producdo de ACC desaminase por diferentes espécies de micro-organismos dos
géneros Trichoderma, Aspergillus e Bacillus.

Micro-organismo Produtividade de ACC desaminase Referéncia
B. pumilus 760 nmol NHs* mg™! h™! BELIMOV et al., 2001
B. megaterium (WU-1 and 5) 20 pmol mg™! h!
B. velezensis (WU-2-3) 15 umol mg™!' h!
B. atrophaeus (WU-6-8) 25 umol mg! h! WANG et al., 2018
B. methylotrophicus (WU-4 and 9) 35 pmol mg! h!
B. amyloliquefaciens (WU-10-12) 35 umol mg! h!
B. subtilis (WU-13) 25 pmol mg' h'!
B. subtilis (R146) 110 nmol mg™' h'! SAIKIA et al., 2018
T. asperellum 8 umol a-cetobutirato mg™! protein h™! VITERBO et al., 2010
T. virens (PDR-28) 12 mmol o-cetobutirato mg™! protein h! BABU et al., 2014
Trichoderma sp. (MG) 25 uM a-cetobutirato mg! h'! GOVARTHANAN et al., 2018
A. aculeatus 26 uM a-cetobutirato mg ' h ! HAN et al., 2018

Apenas um estudo, até o momento, reportou a produ¢do de ACC deaminase por
Aspergillus (Tabela 4). A inoculacdo de 4. aculeatus, produtor de AIA e ACC desaminase, em
azevém aumentou o crescimento, qualidade, teor de clorofila e relacdo C/N das plantas, sendo
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que as duas ultimas varidveis podem indicar uma agdo protetiva do fungo sob o fotossistema II
contra o estresses, como a presen¢a de Cd, e aumentar a eficiéncia fotossintética (HAN et al.,

2018).

2.2.Biofertilizantes

2.2.1. Micro-organismos fixadores de N

A fixacdo bioldgica de N por meio de PGPMs consiste na redugdo de nitrogénio (N2) a
amonia (NH3) e ocorre de modo a suprir as necessidades nutricionais dos vegetais, fornecendo
aos ecossistemas terrestres cerca de 200 milhdes de toneladas de N por ano (RASCIO; LA
ROCCA, 2013). No entanto, o processo ¢ restrito a bactérias e Archaea, nao ocorrendo em
eucariotos (MUS et al., 2016).

A fixagdo de N2 vem sendo relatada em diversas espécies do género Bacillus. A maioria
dos isolados diazotréficos heterotroficos de um estuario tropical e mar costeiro foram relatados
como pertencentes ao género Bacillus. A espécie com maior potencial de fixacao de N> foi B.
megaterium (210 nmol CoHs mg™! proteina por dia) seguida por B. flexus (109 nmol C,Hs mg'!
proteina por dia) e B. circulans (98 nmol C,Hs mg™! proteina por dia) (YOUSUF et al., 2017).

A diversidade de 395 cepas de Bacilli foi investigada em seis zonas agroecologicas de
cultivo de trigo da India e varias espécies demonstraram a capacidade de fixagdo de No. A
fixacdo de N variou de 11 nmol etileno h''mg! proteina em Bacillus altitudinis BPZ4 a 98
nmol etileno h'mg™! proteina em Bacillus fusiformis BNW5 (VERMA et al., 2016).

As cepas Klebsiella sp. Brl, Klebsiella pneumoniae Frl, Bacillus pumilus Slrl e
Acinetobacter sp. S3r2 foram testadas como PGPMs em milho e a inoculacao de B. pumilus
S1rl se destacou apresentando a a maior capacidade de fixacao de N antes da antese (262 mg
N; fixado planta™) e na colheita das espigas (304 mg N, planta fixado planta ') (KUAN et al.,
2016).

O estabelecimento de relagdes simbidticas ou associacdes entre diazotréficos e culturas
de interesse comercial, a fim de reduzir a demanda de fertilizantes nitrogenados, ¢ um dos
grandes objetivos da agricultura, nesse sentido, avangos recentes na compreensao da fixagdo de

nitrogénio endossimbiotico, associativo e endofitico com leguminosas e ndo leguminosas pode
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podem contribuir para a criagdo, por engenharia genética, de cultivares de ndo leguminosas

capazes de fixar nitrogénio (MUS et al., 2016).

2.2.2. Micro-organismos disponibilizadores de P

O aumento da disponibilidade de P por micro-organismos ocorre pela producdo das
fitases. As fitases (mio-inositol-hexafosfato fosfohidrolase) (E.C. 3.1.3.8) sd@o uma classe de
fosfatases que catalisam a remogao gradual de fosfatos de acido fitico (hexaquisfosfato mio-
inositol) ou do seu sal (fitato), liberando fosfatos na forma inorgénica. A primeira fitase foi
descoberta em 1907 (SUZUKI; YOSHIMURA; TAKAISHI, 1907).

As fitases utilizam diferentes mecanismos cataliticos. Embora todas as fitases atuem na
hidrolise do acido fitico (VINCENT; CROWDER; AVERILL, 1992), a diversidade das
enzimas permite sua atuacao em diversos meios. O primeiro € mais extensivamente estudado
grupo de fitases pertence a classe das fosfatases acidas histidina (HAPs) (VAN ETTEN et al.,
1991), os outros grupos de fitase sdo classificadas como B-hélice fosfatase (BPP; também
descrita como fitase alcalina) (HA et al., 1999), fosfatase purpura acida (PAP; metaloenzimas)
(HEGEMAN & GRABAU, 2001), e proteina tirosina fosfatase [PTP; também referida como
fosfatase de dupla especificidade (DSP) ou fitase cisteina] (CHU et al., 2004). Este conjunto de
mecanismos cataliticos distintos torna possivel a expansdo das aplica¢des das fitases e a gama
de ambientes e condigdes quimicas em que elas podem funcionar (LEI et al., 2013).

Os géneros Bacillus, Trichoderma e Aspergillus vém sendo relatados como produtores de
variadas quantidades de fitases (Tabela 5) e promotores de crescimento em plantas. A cepa
Bacillus aryabhattai RS1 isolada da rizosfera, produziu fitases extracelulares ativas em baixas
temperaturas e a inoculagdo bacteriana foi efetiva para a germinagao e crescimento de plantulas
de grao-de-bico sob condic¢des limitantes de fosfato (PAL ROY; DATA; GHOSH, 2017). A
inoculacdo da cepa B. subtilis KPS-11, produtora de fitase, aumentou os comprimentos
radicular e da parte aérea, e a biomassa radicular e da parte aérea de batata (Solanum tuberosum
L.) (HANIF et al., 2015). Trés cepas isoladas de solos contaminados com patéogenos vegetais
foram identificadas como B. amyloliquefaciens e foram capazes de degradar fitato extracelular.
A maior atividade de fitase foi descrita na cepa FZB45, e a adi¢do do filtrato da cultura
estimulou o crescimento de plantulas de milho em condi¢des limitantes de fosfato e presenca

de fitato (IDRISS et al., 2002).
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Para Trichoderma, a inoculagdo da cepa Trichoderma asperellum Ql, capaz de
solubilizar fosfatos organicos e inorganicos, aumentou a atividade e o crescimento radicular de
pepino (ZHAO; ZHANG, 2015). Em outro estudo, foram isoladas cepas de Trichoderma spp.
da rizosfera de 4. marina, e o isolado TSK8 quando inoculado em solo suplementado com
KH2PO4, aumentou significativamente a biomassa de mudas de Avicennia marina
(SARAVANAKUMAR; ARASU; KATHIRESAN, 2013). Em experimento em sistema
hidroponico suplementado com 60 mM de cloreto de sddio a inoculagdo dos micro-organismos
produtores de fitase 7. harzianum e A. niger, aumentaram significativamente o crescimento da
parte aérea de trigo. A producdo de fitase por 4.niger se destacou em relagao a 7. harzianum,
sendo recomendado como bioinoculante para melhorar a disponibilidade de P no solo,
promover o crescimento das plantas e aliviar o efeito adverso do estresse salino (GAIND, 2016).

Os resultados positivos da produgao de fitase por A. niger foram descritos em outro estudo
em que a dose 12 IU de fitase foi suficiente para hidrolisar fitato e aumentar a assimilagdo do
fosforo em cerca de 74% e aumentar a relagdo parte aérea/comprimento total em cerca de 200%,
indicando efeito promotor de crescimento em trigo (77iticum aestivum Linn.) (GUJAR et al.,

2013).

Tabela 5. Producao de fitase (E.C. 3.1.3.8) por diferentes espécies de micro-organismos dos
géneros Bacillus, Trichoderma e Aspergillus.

Micro-organismo Atividade de fitase Referéncia
B. aryabhattai 20-35 U mL!'* Pal Roy; Data; Ghosh (2017)
B. subtilis KPS-11 4,3 x 107" kat mg ™! proteina** Hanif et al. (2015)
B. amyloliquefaciens 0,03 -0,35 U mL"* Idriss et al. (2002)
Trichoderma spp. 318 UmL"* Saravanakumar et al. (2013)
T. asperellum Q1 0,17 U mL'* Zhao ¢ Zhang (2015)
; i} ol S s~ Tsesk
T. harz.zanum 0,9-5EU P.1 g_1 massa f}mg}ca mm_l Gaind (2016)
A. niger 4 - 12 EU Pi g massa fungica min™ ' **
A. niger 625 IU mg! proteina** Gujar et al. (2013)
A. oryzae SBS50 157 U mL'* Sapna e Singh (2013)
*Produtividade
**Atividade

3. Limitagdes e desafios

Embora extensas pesquisas visando a aplicagdo dos PGPMs como uma alternativa para a
agricultura sustentdvel venham sendo realizadas mundialmente, ainda existem muitos gargalos

impedindo a producdo de PGPMs em larga escala (ABHILASH et al., 2016). A qualidade,
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regulamentacdo e eficacia dos inoculantes microbianos sdo areas que ainda necessitam foco e
emprego de expertises cientificas para impulsionar o mercado (VOSATKA; ALBRECHTOVA;
PATTEN, 2008).

A eficiéncia dos PGPMs na agricultura ¢ influenciada por variaveis experimentais, design
do produto, substrato, dose aplicada e validade do in6culo (OWEN et al., 2015). Além disso, o
sucesso futuro das formula¢des microbianas depende também de areas multidiscipinares como
agrobiotecnologia, tecnologia industrial e ciéncias dos materiais (ABHILASH et al., 2016).
Porém, as pesquisas com PGPMs que objetivam desenvolver inoculantes para a darea
agronomica tém focado no isolamento de micro-organismos, triagem de caracteristicas
desejaveis, selecao de linhagens eficientes para aplicagdo em campo e producdo de formulagdes
de indculos adequadas (PANDEY; YARZABAL, 2018). A maioria dos estudos sdo focados em
ensaios laboratoriais em vasos, havendo uma excassez de testes robustos em condigdes de
campo (OWEN et al., 2015).

A eficacia dos produtos bioldgicos ¢ prejudicada pela adesdo de padrdes inadequados de
qualidade ao processo e conhecimento insuficiente sobre as interagdes complexas que ocorrem
na rizosfera, que envolvem variaveis ambientais (ex. pH, umidade, temperatura e reacdes de
oxirreducdo) e que podem afetar as interagdes micro-organismo-solo-planta, culminando em
relatos contraditorios sobre o desempenho desses produtos no campo (OWEN et al., 2015).
Também ¢ importante aprofundar os conhecimentos sobre a interagdo micro-organismo-solo-
planta com o clima, a fim de compreender os mecanismos de sobrevivéncia e adaptacdo de
plantas sob condi¢des climaticas variaveis. Este conhecimento pode ser utilizados para realizar
modificacdo da rizosfera, a fim de promover um ambiente vidvel para a producgdo agricola
sustentavel (DUBEY et al., 2016).

O melhor entendimento sobre a dinamica dos fatores edaficos e bidticos que afetam a
dinamica dos solos ¢ o desafio central para a intensificacdo da agricultura sustentavel, nesse
sentido, técnicas moleculares s3o essenciais para promover analises mais precisas dos PGPMs
(OWEN et al., 2015). Para aprimorar a eficacia dos PGPMs ¢ necessario estabelecer doses e
densidades do propagulo para cada finalidade, nesse sentido, o desenvolvimento de sondas de
DNA podem auxiliar na quantificacdo dos limites de eficacia (VOSATKA; ALBRECHTOVA;
PATTEN, 2008). Além disso, para explorar as interagcdes benéficas da rizosfera, sdo necessarios
estudos transcriptomicos, protedmicos e metabolomicos a fim de entender a regulagdo de novos

genes, proteinas e metabolitos que afetam os processos fotossintéticos, metabolismo de
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carbono, e sintese de aminodcidos, agiicares e amido em plantas e suas interacdes com o
microbioma (DUBEY et al., 2016).

A auséncia de regulamentagdes governamental para a produgdo desses inoculantes tem
impulsionado a cria¢ao de organizac¢des, como a europeia, Federation of European Mycorrhizal
Fungi Producers e as americanas, International Mycorrhizal Manufacturers Association e a
International Mycorrhizal Society, que visam melhorar a cofiabilidade do setor e estabelecer
padrdes para fabricantes globais de produtos micorrizicos (OWEN et al., 2015). Essas
organizagdes sao um ponto positivo para o desenvolvimento do setor biotecnoldgico de
micorrizas, pois, para assegurar que o mercado ndo seja afetado por produtos ineficientes, ¢
necessario estabelecer padrdes de qualidade que também atuam como uma barreira a entrada

de produtores menos conscientes (VOSATKA; ALBRECHTOVA; PATTEN, 2008).

4. Perspectivas futuras e conclusdes

Nesta revisao, foi possivel evidenciar as possibilidade de aplicagao de micro-organismos
dos géneros Trichoderma, Aspergillus e Bacillus como PGPMs, por diferentes mecanismos,
como a produgdo ou supressao de fitohormdnios, fixacdo de N ou disponibilizacdo de P. Com
base nos dados disponiveis, aparentemente, cepas nativas de Bacillus sp., Aspergillus sp. e
Trichoderma sp. estdo entre entre as mais promissoras para o desenvolvimento de formulagdes
comerciais de facil aplicagao em condi¢des de campo (PANDEY et al., 2018).

Os micro-organismos e sua relacao benéfica com plantas sdo uma alternativa pomissora
e ambientalmente sustentavel para a agricultura mundial (BERG, 2009). Assim, em um fututo
proximo, hé forte tendéncia de crescimento do mercado de inoculantes microbianos. O
estabelecimento de bioinoculantes comerciais deve gerar ganho econdmico, tanto pelo aumento
no rendimento da producdo quanto pela aplicagdo reduzida de fertilizantes inorganicos, assim,
0os PGPMs ndo devem substituir os agroquimicos, mas atuar de forma integrada (OWEN et al.,
2015).

Apesar do grande potencial de aplicagdo dos PGPMs para a agricultura sustentavel,
alguns fatores necessitam de melhor compreensdao para que as formulagdes microbianas
comerciais tenham sucesso quando aplicadas em campo. Para que os estudos futuros com
PGPMs contribuam com o estabelecimento de formulagdes comerciais, as pesquisas devem ser

realizadas em maior escala e em diferentes condigdes ambientais. Também deve ser
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considerado o estabelecimento de interagdes com outras areas do conhecimento, tais como
agrobiotecnologia, tecnologia industrial e ciéncias dos materiais. Os resultados devem
considerar ndo apenas as alteracdes morfoldgicas nos vegetais, mas também as modificagdes
transcriptdmicas, protedmicas e metabolomicas resultantes da interagdo planta-micro-
organismo. Assim, as formulagdes microbianas compostas pelos géneros Trichodema,
Aspergillus e Bacillus, terdo maior chance de sucesso na tarefa de aumentar a produgdo de

alimentos para a populacdo humana crescente.
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Capitulo 2: Screening de cepas de Aspergillus, Bacillus e Trichoderma e influéncia das

propriedades dos substratos na producdo acido indol-3-acético e fitases por fermentagdo em

estado solido
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Resumo

A inoculagdo de micro-organismos em plantas vem sendo realizada com o objetivo de estimular
o desenvolvimento vegetal por mecanismos que incluem a produgdo do fitohormonio acido
indol-3-acético (AIA) e enzimas solubilizadoras de P, as fitases. O presente trabalho objetivou
produzir AIA e fitases por micro-organismos dos géneros Aspergillus, Trichoderma e Bacillus
utilizando a técnica de fermentacdo em estado solido (FES) e correlacionar as caracteristicas
dos substratos macroporosidade, microporosidade, retencdo de agua, condutividade elétrica,
pH, proteina bruta, lipideos, hemicelulose, celulose e lignina a produtividade das biomoléculas,
visando otimizar o bioprocesso. As analises em LC-MS/MS indicaram que micro-organismos
de todos os géneros produziram AIA por via dependente de triptofano. A combinacdo da cepa
B. subtilis (D) e farelo de trigo resultou na maior produtividade de AIA e derivados (158 pg
mL1), enquanto a cepa de T. atroviride cultivada em grios de destilaria secos com soltiveis de
milho resultou na maior atividade de fitases (2080 U mg™! de proteina) (p < 0,05). Foi observada
auséncia de fortes correlacdes entre a producdo de fitase e as caracteristicas dos substratos.
Houve forte correlagdo negativa entre AIA produzido por Trichoderma e lignina (-0,688). O
AIA produzido por Bacillus apresentou forte correlacdo negativa com lignina (-0,819) e fortes
correlagdes positivas com pH (0,772), microporos (0,575), retencdo de agua (0,571) e
hemicelulose (0,683) (p <0,01). Assim, sdo recomendados substratos com com pHs proximos
ao neutro, com maior concentra¢ao de hemicelulose e de microporos para a producao de auxina
por Bacillus e substratos com baixa concentracao de lignina para aumentar a producao de auxina
por Bacillus e Trichodema.

Palavras-chave: acido indol-3-acético, fosforo, fermentacdo em estado sélido, bioprocesso,

triptofano.
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1. Introdugao

Micro-organismos vém sendo utilizados como aditivos na agricultura com o objetivo de
estimular o desenvolvimento de plantas. Dentre os mecanismos utilizados pelos micro-
organismos estdo a producdo da biomolécula acido indol-3-acético (AIA) e da enzima fitase
(ACUNA; JORQUERA, 2011).

O AIA esta associado a diversos processos fisiologicos em plantas, tais como dominancia
apical, tropismos, alongamento da parte aérea, inducdo da divisdo celular cambial e iniciagdo
radicular (ZHAO, 2010). Diversas classes de micro-organismos possuem a habilidade de
produzir AIA, entre eles agentes patogénicos de plantas, simbiontes, rizobactérias e micro-
organismos ndo comumente associados as plantas (SPAEPEN; VANDERLEYDEN;
REMANS, 2007). Associagdes microbianas com o sistema radicular e a rizosfera, podem
exercer papel fundamental na disponibilidade de auxina para plantas, bem como aumentar a
resisténcia a doengas e auxiliar na nutricao e absorcao de dgua (ALMEIDA et al., 2017).

A acdo das fitases no desenvolvimento vegetal ocorre pelo aumento da disponibilizagao
de fosforo (P). A forma predominante de P nos solos € a organica (Po), representando até 80%
do total, sendo que 50% destes estdo na forma de fitato (Na-IHP), forma que ¢ utilizada apenas
marginalmente pelas plantas (HAYES; SIMPSON; RICHARDSON, 2000; RICHARDSON;
HADOBAS; HAYES, 2000). O fitato pode ser hidrolisado pelas plantas ou por fitases
microbianas produzindo ortofosfatos, forma disponivel para a a absor¢ao vegetal (GEORGE et
al., 2007).

A produgdo microbiana de diversas biomoléculas, como auxinas e fitases, pode ser
realizada por fermentacdo, processo pelo qual micro-organismos catalisam nutrientes,
sintetizam metabolitos secundarios e completam outras atividades metabdlicas em condigdes
aerdbicas e anaerobicas. Ha dois tipos de fermentagdo: liquida (FL) e em estado s6lido (FES).
A fermentacdo liquida ¢ a técnica mais comumente utilizada devido a uniformidade e facil
controle da temperatura, porém apresenta desvantagens, como alto consumo de energia e maior
indice de poluicao, limitando a sustentabilidade por esse bioprocesso (CHEN, 2013). Em
contrapartida a FES ¢ realizada na auséncia ou baixa quantidade de dgua, em substrato com
umidade suficiente para suportar o crescimento e a atividade metabolica do micro-organismo

(THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013). Os substratos utilizados s3o, majoritariamente,
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residuos agro-industriais e subprodutos contribuindo para solucionar descartes excedentes e
reduzindo problemas de polui¢do (SINGH NEE NIGAM; PANDEY, 2009).

A FES pode ser regulada modificando as caracteristicas do substrato. As caracterticas
podem ser macroscpicas, como a massa seca € a porosidade, dindmicas durante o processo
fermentativo; e microscopicas, que incluem, principalmente, o crescimento microbiano, a
adesdo da superficie do substrato, bem como a decomposi¢do do substrato pelo micro-
organismo (CHEN, 2013). Os substratos servem como fonte de carbono e energia na FES e
possuem estrutura comum composta majoritariamente por celulose, amido, pectina e
lignocelulose (SINGHANIA et al., 2016); porém, ainda desconhece-se a influéncia isolada e
conjunta dessas caracteristicas na producao industrial por FES.

Este trabalho visou verificar a capacidade de producdo de AIA e fitases por fermentagao
em estado solido pelos micro-organismos Aspergillus spp., Bacillus spp. € Trichoderma spp.
nos substratos bagago de mandioca, farelo de trigo, farelo de soja, graos de destilaria secos com
soluveis (DDGS) de sorgo e de milho e otimizar o processo produtivo pela elucidacao da

influéncia das caracteristicas fisicas e quimicas dos substratos na producdo das biomoléculas.

2. Material e métodos

2.1. Preparacdo do indculo

Os micro-organismos Aspergillus ustus (Bainer.) Thom & Church (IOC 4410),
Aspergillus niger van Tieghem (INCQS 40015), Trichoderma atroviride (I0C 4503),
Trichoderma koningii (INCQS 40331), Trichoderma harzianum Rifai (I10C 3844), Bacillus
subtilis (CCGB 0030), Bacillus megaterium (CCGB 0146), Bacillus amyloliquefaciens (CCGB
0145) foram obtidos da Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). A cepa de Aspergillus niger 01
foi isolada pelo nosso grupo de pesquisa, morfologicamente identificada e depositado na
Colecdo Brasileira de Microrganismos Ambientais e Industriais sob o registro CBMAI 2084.
As cepas de Bacillus subtilis (B, C, D, E, F, E27) foram obtidas da colecao do Laboratorio de
Bioquimica de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Todas as cepas
microbianas foram registradas sob o n°. A3B348F na plataforma do Sistema Nacional de Gestao
do Patrimonio Genético (SISGEN), conforme preconizado pela Lei Brasileira da

Biodiversidade (n° 13.123/15).
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Os fungos foram cultivados em slants com meio potato dextrose agar (PDA) por 96 h a
30°C e as bactérias em slants com meio tryptic soy agar (TSA) por 24 h a 33°C. Apos o
crescimento, os slants foram armazenados a 4°C até o uso sob camada de vaselina esterilizada
e repicados a cada trés meses para manutencdo da linhagem. O indculo foi preparado
suspendendo o contetido do slant em 6 mL de 4gua esterilizada. A suspensio foi ajustada a 10’

de esporos.mL! e 2 mL desta suspensio foi inoculada no substrato da FES.

2.2. Fermentagao em Estado Soélido (FES)

Para a avalia¢do da producdo de AIA e fitase por FES foram utilizados os substratos
bagaco de mandioca, (doado pela fecularia “Flor de Lotus”, localizada em Candido Mota, Sao
Paulo, Brasil), farelo de trigo, farelo de soja, graos de destilaria secos com soluveis (DDGS) de
sorgo ¢ de milho (doados pela fabrica de ragdo da Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia, UNESP, Botucatu, Sao Paulo, Brasil). O aminodacido triptofano (1%) foi adicionado
aos substratos como indutor da produgao de AIA. O meio utilizado para a FES foi composto de
50% de substrato e 50% de dgua destilada (m/m).

As suspensdes microbianas foram inoculadas em 10 g de substrato em frascos Erlenmeyer
(250 mL) e incubados a 30°C por 120 h. Apds este periodo, foram adicionados 50 mL de agua
destilada aos frascos. O contetdo foi homogeneizado por agitagdo manual e filtrado em duas

camadas de gaze de algodao. O filtrado foi utilizado para os ensaios de AIA e fitase.

2.3. Atividade de fitase

A atividade enzimatica de fitase foi determinada de acordo com o método de Stockmann
et al. (2003). Foram adicionados 1 mL de solucdo 5 mM 4-nitrofenilfosfato dissodico
hexahidratado, 500 pL de tampao acetato (pH 5,0 ¢ 0,8 M) e 10 a 500 pL do filtrado. O sistema
foi incubado por 10 min em banho-maria a 37°C. A reagdo foi paralisada com 2 mL de solugao
hidréxido de sédio 0,1 M. As amostras foram centrifugadas por 10 min a 4.000 x ge 10°C e a
liberacao de p-nitrofenol lida a 410 nm em espectrofotdometro. Os resultados foram calculados
com base em uma curva padrao de p-nitrofenol.

As proteinas totais também foram quantificadas nos extratos microbianos para determinar

a atividade especifica das fitases. O meio de reagdo foi composto por 10 a 100 puL de extrato
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microbiano, 900 pL de sulfito de sodio (24%, v/v) e 4,0 mL do reagente de Biureto. A mistura
foi incubada por 30 min a temperatura ambiente e as leituras em absorbancia realizadas a 535
nm. Os resultados foram calculados com base em curva de calibracao de caseina (0 a9 mg mL"
Y (GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949) e os resultados expressos como U de fitase por

mg proteina™’.

2.4. Quantificacdo de AIA e derivados

Para a quantificacdo da produgdo de AIA e derivados foi utilizada uma adaptagdo dos
métodos propostos por Bric et al. (1991) e Sarwar et al. (1992). A quantificacdo ocorreu pela
reacdo de 1 mL de extrato microbiano e 4 mL do reativo de Salkowski (2% de FeClz em 35%
de acido perclorico) a temperatura ambiente. O branco foi composto de 1 mL do extrato dos
substratos com adicao de triptofano (1%, m/m) e 4 mL do reativo de Salkowski. Apds 30 min
de reacdo, as cepas produtoras de AIA ou andlogos foram identificadas por coloragao
rosa/avermelhada. As leituras em absorbancia foram realizada em espectrofotometro a 535 nm
e comparadas com curva padrao de acido indol-3-acético, os resultados foram expressos em pug

de acido indol-3-acético mL"' de amostra.

2.5.  Quantificacdo de AIA por cromatografo liquido acoplado a espectrometro de massas

(LC-MS/MS)

Os extratos microbianos de 4. niger em farelo de trigo, B. subtilis D em farelo de trigo e
T. atroviride em farelo de soja foram preparados para injecdo em LC-MS/MS por centrifugagao
a 4.000 x g por 10 min, seguida por filtragdo em membrana de 0,22 um. Para a quantificagao
de AIA foi utilizado sistema LC-MS/MS, composto por Cromatografo a Liquido de Alta
Eficiéncia (CLAE), modelo Proeminence UFLC (Shimadzu®, Quioto, Japao), equipado com
duas bombas LC-20AD, auto-injetor SIL-20AC, degazeificador DGU-20AS5, sistema
controlador CBM-20A e forno CTO-20AC, acoplado ao espectrometro de massas 3200 Q
TRAP (Applied Biosystems®, Foster City, EUA).

A corrida ocorreu em coluna cromatografica Synergi 2.5 pum Fusion RP 100 A
(Phenomenex), com 1% de 4cido acético diluido em 4dgua mili-q (v/v) (fase A) e 1% de acido

acético diluido em metanol (v/v) (fase B) como fases moveis e vazdo de 0,65 mL min,
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seguindo o gradiente: 0-2 min, 45% fase B; 2-8 min, 95% da fase B; e 8-10 min, 45% de fase
B. O tempo total de execuc¢do foi de 10 min, e o tempo de retengdo do composto na coluna
cromatografica foi de 2,44 min, utilizando ionizagdo por electrospay (ESI) no modo de

ionizacao negativo.

2.6. Caracteristicas quimicas e fisicas dos substratos

As propriedades quimicas proteina bruta, lipideos, hemicelulose, celulose, lignina, pH e
condutividade elétrica foram determinadas segundo AOAC (2000). As propriedades fisicas
macroporosidade, microporosidade, porosidade total e retencdo de 4gua dos substratos foram

determinadas de acordo com Guerrini e Trigueiro (2004).

2.7. Analises estatisticas

Os dados de produtividade de auxina e fitase foram submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA) e ao teste de Scott-Knott (p <0,05), utilizando o software Assistat 7.7. Os resultados
foram expressos como o valor médio de trés replicatas bioldgicas (média += SD). Os resultados
da produtividade das biomoléculas foram correlacionados as caracteristicas fisicas e quimicas
dos substratos utilizando correlagdo de Pearson (p < 0,01), andlise em que ¢ estabelecida uma
medida entre duas variaveis de +1 para -1, onde 1 é uma correlagdo linear positiva total, 0 nao
¢ uma correlagdo linear e —1 ¢ uma correlacao linear negativa total. A analise de correlacao foi

realizada usando o software Minitab® 17.1.0.

3. Resultados e discussao

3.1. Produgdo de acido indol-3-acético e derivados

Como o estudo da producdo de derivados de auxina por fermentacao em estado s6lido
envolveu alta amostragem, as demais combinagdes micro-organismo e substrato foram
avaliadas por método espectrofotométrico, pelo qual ¢ possivel estimar AIA e intermediarios
de sua via biossintética (GLICKMANN; DESSAUX, 1995). Os resultados mostraram que a

maioria das linhagens analisadas ¢ capaz de produzir AIA e derivados usando os diferentes
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substratos. Vinte e seis combinag¢des apresentaram producio acima de 50 pg mL™, além disso,
foram evidenciadas diferencas na producdo de derivados de AIA dependendo da espécie e do
substrato.

A cepa Bacillus subtilis D cultivada em farelo de trigo apresentou a maior producao de
AIA e derivados (158 pg mL™'), em relacdo as demais combinagdes de substratos e cepas
(Tabela 1). A elevada produ¢do de AIA e derivados foi seguida por B. amyloliquefaciens
cultivada em farelo de soja (141 pg mL™). As cepas de B. subtilis (CCGB 0030) em farelo de
soja, B. subtilis E27 em farelo de trigo, B. megaterium em farelo de soja e farelo de trigo
apresentaram a mesma capacidade de producdo de AIA e derivados (aproximadamente 110 pg
mL1).

O potencial de produgdo de auxinas por Bacillus sp. foi descrito em varios estudos. Cepas
endofiticas de Bacillus spp. isoladas de plantas medicinais de Bangladesh e cultivadas em caldo
Jensen contendo 2 mg mL™! de L-triptofano produziram de 6 a 63 pg mL' de AIA, as duas
cepas com maior producdo de AIA foram identificados como B. subtilis BRtL-2 e B.
amyloliquifaciens BDR por sequenciamento dos genes 16S rRNA (ANSARY et al., 2018).

Cepas de Bacillus spp. cultivadas em caldo contendo diferentes concentragdes de L-
triptofano (150 € 300 pg mL™") produziram diferentes quantidades de AIA e derivados, a cepa
Bacillus sp. BHUJP-H2 produziu 26 pg mL' de AIA e derivados independentemente da
concentragdo de triptofano. Enquanto B. subtilis BHUJP-H1 e B. licheniformis BHUJP-H3
produziram, respectivamente, 15 ¢ 32 ug mL' de AIA e derivados com menor adi¢io de
triptofano e 25 e 35 pg mL™! de AIA e derivados com maior adi¢do de triptofano. As linhagens
e suas combina¢des melhoraram o crescimento de feijado-mungo (Vigna radiata), Bacillus
subtilis BHUJP-H1, B. subtilis BHUJP-HIC + B. licheniformis BHUJP-H3 e B. subtilis
BHUIJP-H1C + Bacillus sp. BHUJP-H2C + B. licheniformis BHUJP-H3 foram descritas como
os melhores tratamentos para o crescimento das plantas em comparacao com o controle e outros
(VERMA et al., 2018).

A linhagem endofitica, B. subtilis 10-4, cultivada em caldo Luria-Bertani suplementado
com 1 mg mL L de triptofano, produziu 5,8 pg mL™!' de AIA e derivados e, quando inoculada
em trigo (Triticum aestivum L.), aumentou significativamente o crescimento € biomassa das

plantas sob condi¢des ndo salinas e salinas (2% NaCl) (LASTOCHKINA et al., 2017).
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Tabela 1. Produgio de fitases (U mg ! de proteina) e AIA e derivados (ng de 4cido indol-3-
acético mL") por micro-organismos dos géneros Aspergillus, Bacillus e Trichoderma,
cultivados nos substratos farelo de soja (FS), farelo de trigo (FT), bagaco de mandioca (BM),
graos de destilaria secos com soluveis (DDGS) de sorgo (DS) e DDGS de milho (DM).

Micro-organismo

Substrato Fitase (U mg "' de proteina)

AIA e derivados (ug mL™")

A. niger 01
. niger 01
. niger 01
. niger 01
. niger 01

SO O SO NN

. niger 15
A. niger 40015
A. niger 40015
A. niger 40015
A. niger 40015
A. ustus
A. ustus
B. subtilis
B. subtilis
B. subtilis
. subtilis B
. subtilis B
. subtilis B
. subtilis C
. subtilis C
B. subtilis C
B. subtilis D
B. subtilis D
B. subtilis D
B. subtilis E
B. subtilis E
B. subtilis E
B. subtilis F
B. subtilis F
B. subtilis F
B. subtilis 27
B. subtilis 27
B. subtilis 27
B. amyloliquefaciens

S ™

B. amyloliquefaciens
B. amyloliquefaciens
B. megaterium
B. megaterium
B. megaterium

FS
FT
BM
DS
DM
FS
FT
BM
DS
DM
FT
DS
FS
FT
BM
FS
FT
BM
FS
FT
BM
FS
FT
BM
FS
FT
BM
FS
FT
BM
FS
FT
BM
FS
FT
BM
FS
FT
BM

358,5+40,9 f
1536,4 + 169,0 b
843+183 ¢
3326+ 613 f
5414+ 1427 ¢
267.0+31,0f
3329+ 508 f
8,55+£045 g
43,5+ 86 ¢
333.1+303 f
13+0,18 ¢
93+12¢
0,48+ 0,10 g
0,67+ 0,09 g
0,58+ 0,16 g
1,45+0,18 ¢
1,01 £0,16 ¢
0,52+ 0,08 g
1,56+ 0,18 ¢
1,114+0,03 ¢
0,88+0,17 g
2,03+ 0,05 g
1,00+ 0,20 g
0,66 % 0,06 g
0,61+ 0,09 g
0,46+ 0,07 g
0,43+ 0,03 g
0,76 + 0,05 g
0,56+ 0,08 g
1,644 0,29 ¢
0,90 + 0,08 g
2,00+ 0,54 g
1,00+0,14 ¢
0,42+ 0,09 g
0,33+ 0,04 ¢
0,68+ 0,05 g
0,67 % 0,06 g
1,06+ 0,25 ¢
0,80 % 0,05 g

37,7+£283 ¢
192+ 14,8 h
11,9191
32,5+4,0h
19.9+1,0i
26,9+0,70 h
7840221
1724121
451+26¢
205+ 1,51
813+74d
612+11,5¢
111,7+£22,8¢
86,7+9,5d
79+40i
753+ 138 ¢
459+66¢g
62+4.61
573+45f
852+ 12,6d
12,6 £32i
78,0+ 1,9¢
158,4+ 16,8 a
78,6+2,8 ¢
93,8+ 16,6d
32+29i
333+32h
893+1544d
51+251
74,0+5,6 €
110,5+ 13,4 ¢
77+37i
140,8 £ 6,7 b
909+22d
13,1 £2,0i
116,5+ 10,3 ¢
118,4+6,7 ¢
13,3+2,0i
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Tabela 1. Continuagao.

T. koningii FS 5,78+0,53 g 70,5+33,8d
T. koningii FT 50,8+ 18,7 g 70,5+9,7d
T. koningii BM 11,7+0,13 g 23,6+14¢
T. koningii DS 604+123¢g 108,1£5,5b
T. koningii DM 374+£5,1¢g 65,8+82d
T. harzianum FT 19,7+£25¢ 97,3+0,24 ¢
T. harzianum BM 233+20¢g 199+1,3f
T. harzianum DS 1092+ 172 g 95,3+42,4 ¢
T. harzianum DM 937,9+65,5¢ 33,023 ¢
T. atroviride FS 541,3+653¢ 103,3+7,1b
T. atroviride FT 784,3 +305,5d 60,8 +3,3d
T. atroviride BM 28,6+24¢g 1,1+0,47f
T. atroviride DS 1013,2+132,7 ¢ 243+27¢
T. atroviride DM 2084,8 £405,5a 30,5+29¢

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott Knott (p < 0,05).

As combinagdes de Trichoderma, T. koningii e DDGS de sorgo e T. atroviride e farelo
de soja, também apresentaram producao superior de AIA e derivados, respectivamente, 108 e
103 pg mL™! (Tabela 1). Na literatura, a produgiio de metabdlitos com potencial para promover
o crescimento vegetal foi verificada em 101 gendtipos de Trichoderma da Colombia, dos quais
60% tinham capacidade de produzir 4cido indol-3-acético ou andlogos de auxina (HOYOS-
CARVAJAL et al., 2009). Setenta cepas de Trichoderma spp. isoladas da rizosfera de solos
indianos e inoculadas em caldo czapek-dox, produziram de 0,7 a 1,6 ug mL' de AIA e
derivados sem adi¢do de triptofano ao meio, e de 5,5 a 36,4 pg mL™! com adi¢io de triptofano
(200 pg mL!). Um dos isolados (TRC3) foi o mais efetivo para aumentar o comprimento de
raiz, area foliar, biomassa total e massa fresca de caule e folhas de milho (Zea mays) em
condigdes de estresse salino (KUMAR et al., 2017).

Em nosso estudo, a producao de AIA e derivados por Bacillus e Trichoderma foi,
respectivamente, de 2 a 26 vezes e de 3 a 18 vezes maior do que os resultados da literatura.
Assim, notavelmente, a producdo de AIA e derivados por Bacillus e Trichoderma por FES foi
superior a producao por FL. Além disso, a FL requer meios de cultura mais complexos e de
maior custo (compostos por substancias purificadas), enquanto para a FES sdo utilizados meios
de cultura de baixo custo (residuos agroindustriais) e o produto (residuo + micro-organismo)
pode ser aplicado diretamente ao solo. Assim, consideramos a FES uma técnica promissora

para fins agricolas.
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Para confirmar a produ¢do de AIA por FES, foram realizadas analises em LC-MS/MS
com uma combinacdo de cada género microbiano. Todas as combinacdes de cepas/substratos,
B subtilis D e farelo de trigo, T. atroviride e farelo de soja e 4. niger 01 e farelo de trigo foram
confirmadas como produtoras de AIA por vias dependentes de triptofano, visto que a adi¢ao do

aminoacido aumentou, cerca de 10 vezes, a produgdo de AIA (Figura 1).

1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

AIA (ug mL1)

B. subtilis + trp
B. subtilis §

1. atroviride + trp

I atroviride

A. niger -+ trp

A. niger

Figura 1. Quantificagio em LC-MS/MS de 4cido indol-3-acético (AIA) (ug mL!) nos extratos
de B. subtilis D em farelo de trigo, T. atroviride em farelo de soja e 4. niger 01 em farelo de

trigo, com e sem adi¢do de triptofano (Trp) (1% m/m) ao meio.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0,05).

3.2. Produgao de fitases

Os resultados da producdo de fitase mostraram que um menor numero de combinagdes
(micro-organismo + substrato) foram capazes de produzir extratos com alta atividade, apenas
14 combinagdes apresentaram atividade acima de 80 U mg de proteina™!, as maiores atividades
foram observadas em A. niger e T. atroviride.

As combinagdes que resultaram nas maiores atividades de fitase foram 7. atroviride em
DDGS de milho (2000 U mg™! de proteina), seguida por 4. niger 01 em farelo de trigo (1500 U
mg! de proteina). Inversamente a producdo de AIA e derivados, as cepas de Bacillus
apresentaram os resultados mais baixos para atividade de fitase (de 0,3 a2,0 U mg ! de proteina)

(Tabela 1).
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A alta producdo de fitase por A. niger e Trichoderma vem sendo relatada em diversos
trabalhos, corroborando os nossos resultados, bem como sua aplicabilidade em plantas tem sido
descrita. A produgdo de fitase por A. niger, utilizando FES em farelo de trigo, apos 5 dias de
incubacdo atingiu 38 U g! de substrato. Foi observado incremento na atividade de fitase (50,7
U g'! de substrato) quando utilizado meio composto de farelo de trigo, farelo de arroz e torta de
amendoim na propor¢ao 2:1:1 (SHIVANNA; VENKATESWARAN, 2014). A capacidade de
producdo de fitase por A. niger foi aplicada as plantas por transformacao genética. As plantas
modificadas adquiriram a habilidade de liberar fitase extracelular fungica e de absorver P
diretamente do fitato (RICHARDSON et al, 2005), solucionando problemas de
indisponibilidade de P.

Em relacdo ao género Trichoderma, a cepa Q1 do micro-organismo 7Trichoderma
asperellum, cultivada em meio liquido produziu 0,17 U mL™! de fitases e foi capaz de degradar
uma grande quantidade de fosfato tricélcio e fosfato dibasico de calcio (ZHAO; ZHANG,
2015). Em outro estudo, dez isolados de Trichoderma derivados da rizosfera de A. marina
produziram de 160 a 350 U mL"! de fitases e solubilizaram de 1 a 29% de fosfato utilizando
Caz (PO4)2 como o fosfato insoluvel em experimento in vitro, demonstrando o potencial do
género fingico em aumentar a fertilidade do solo e o crescimento em zonas de mangue
(SARAVANAKUMAR; ARASU; KATHIRESAN, 2013).

A baixa atividade de fitase pelo género Bacillus, em comparagdo com Trichoderma e
Aspergillus também foi corroborada com estudos anteriores. A cepa Bacillus sp. KHU-10
produziu em condig¢des 6timas 0,2 U mL™! de fitase, porém essas enzimas atuam em pH neutro,
com alta estabilidade térmica e possuem especificidade de substrato para o complexo calcico-

fitato, caracteristicas que favorecem aplicagdes comerciais e ambientais (FU et al., 2008).

3.3. Influéncia das caracteristicas dos substratos na producao de auxinas e fitases

Foi observada grande variagao da produgdo, tanto de AIA e derivados quanto de fitases,
decorrente dos substratos. Por exemplo, nao houve produgao de AIA e derivados por Bacillus
subtilis D usando bagago de mandioca, enquanto, usando farelo de trigo a produgdo atingiu 158
ug mL! em farelo de trigo; assim como a produgdo de fitase por T. atroviride variou de 28 U
mg! de proteina em bagago de mandioca a 2080 U mg™! de proteina em DDGS de milho. Para

todos os micro-organismos, a menor produtividade de ambas as biomoléculas ocorreu em
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bagaco de mandioca. O bagagco de mandioca ¢ composto majoritariamente de carboidratos,
sendo o amido o principal deles, assim, micro-organismos que utilizam amido como substrato
para o crescimento e outras atividades metabolicas t€ém sido selecionados para processos de
bioconversao utilizando bagagco de mandioca (PANDEY et al., 2000). Neste estudo, devido a
baixa produtividade de auxina e fitase em bagaco de mandioca, concluimos que outros
componentes do substrato exercem maior influéncia nesta bioconversdo. Devido a estas
diferencas, determinamos as propriedades fisicas e quimicas dos substratos usados para a FES
e as correlacionamos as produtividades das biomoléculas.

Algumas espécies de micro-organismos nao apresentaram crescimento quando
inoculadas nos substratos, entre eles 4. ustus em farelo de soja, bagaco de mandioca e DDGS
de milho; 7. harzianum em farelo de soja e todas as cepas de Bacillus em DDGS de sorgo e
milho. A auséncia de crescimento de Bacillus em DDGS de sorgo e milho pode ser justificada

pelo baixo pH dos substratos, respectivamente, 4,20 e 4,04 (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas fisicas e quimicas dos substratos farelo de soja (FS), farelo de trigo
(FT), bagago de mandioca (BM), graos de destilaria secos com soluveis (DDGS) de sorgo (DS)
e DDGS de milho (DM).

Caracteristicas fisicas e quimicas Substratos
FS FT BM DS DM

Macroporosidade (%) 13,86 29,84 33,10 36,95 45,23
Microporosidade (%) 59,09 47,43 40,28 38,90 36,90
Porosidade total (%) 72,95 77,28 73,38 75,84 82,13
Retengdo de d4gua (mL/cm?) 0,56 0,45 0,38 0,37 0,35
Condutividade elétrica (mS/cm?) 3,10 0,78 0,69 0,60 0,70
pH 6,48 5,91 4,33 4,20 4,04
Proteina bruta (%) 46,65 17,00 3,32 36,92 30,16
Lipideos (%) 8,76 6,35 8,91 9,58 8,09
Hemicelulose (%) 15,84 28,88 9,96 36,82 43,87
Celulose (%) 5,56 10,77 10,29 15,22 15,28
Lignina (%) 2,43 4,77 27,00 14,69 13,60

O crescimento de fungos e bactérias foram relacionados ao pH de maneira inversamente
proporcional. No trabalho de Rousk; Brookes; Baéth, (2009) o crescimento bacteriano ocorreu
mais rapidamente em pH acima de pH 7, sendo que, apds este valor o crescimento decresceu
em 80% até atingir o pH 8,3. Para os fungos, entre os pHs 4,5 e 8,3 houve aumento do
crescimento em 5 vezes, seguindo modelo exponencial. Abaixo do pH 4,5 houve inibigdo total

do crescimento de todos 0s micro-organismos.
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A andlise de correlagdo foi realizada em cada género microbiano, objetivando investigar
as diferencas no metabolisto microbiano (Tabela 3). Para o género Aspergillus, ndo houve
correlagdes significativas para as produgdes tanto de AIA quanto de fitases. No género
Trichoderma houve correlacao positiva moderada entre a atividade de fitases e porosidade total
e conteudo de hemiceluloses e forte correlacdo negativa entre AIA e derivados e lignina (-
0,688). Em Bacillus ndo houve correlagao significativa para a atividade de fitases, para AIA e
derivados foi observada correlagdo moderada positiva com microporosidade (0,575), retengao
de agua (0,571) e proteina bruta (0,529), correlagdo negativa moderada com lipideos (-0,538),
forte correlacdo positiva com pH (0,772) e hemicelulose (0,683) e forte correlagdo negativa

com lignina (-0,819).

Tabela 3. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre a produgdo das biomoléculas auxina e
fitase por micro-organismos dos géneros Bacillus, Trichoderma e Aspergillus e as
caracteristicas dos substratos: macroporosidade (MaP) (%), microporosidade (MiP) (%),
porosidade total (PT) (%), retencdo de dgua (RA) (mL/cm?), condutividade elétrica (EC)
(mS/cm?), pH, proteina bruta (PB) (%), lipideos (%), hemicelulose (%), celulose (%) e lignina
(%).

Micro-organismos
Bacillus Trichoderma Aspergillus

Caracteristicas

dos substratos ATA Fitase ATA Fitase ATA Fitase

(ngmL") (Umgptn") (ugmL") (Umgptn') (ugmL') (Umgptn™)

MaP (%) -0,448* -0,142 -0,409 0,358 0,226 -0,044
MiP (%) 0,604* 0,155 0,502%* 0,224 0,242 0,166
PT (%) 0,470% 0,003 -0,057 0,528* -0,103 0,280
RA (mL/cm®)  0,600* 0,155 0,500%* 0,222 0,240 0,165
EC (mS/cm?) 0,352* 0,132 0,371 -0,093 0,102 0,023
Ph 0,800%* 0,158 0,552* 0,211 0,302 0,293
PB (%) 0,558% 0,152 0,510%* 0,252 0,259 -0,200
LP (%) -0,569* -0,025 0,225 -0,058 0,125 -0,489
H (%) 0,717* 0,065 0,175 0,493* 0,119 0,164
C (%) 0,257 0,121 -0,191 0,355 -0,053 -0,069
L (%) -0,846* -0,151 -0,705* -0,130 0,412 -0,391

*p<0,01

Os coeficientes de correlagdo da microporosidade e da retengao de 4gua foram similares

em todos 0s micro-organismos € biomoléculas, o que pode ser justificado devido a adesdo
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molecular por adsor¢do, em que os microporos retém agua a maiores tensdes do que os
macroporos, tornando-a menos disponivel (SILVA; SIMOES; SILVA, 2012).

A forte correlacao positiva entre o pH e a produtividade de AIA e derivados por Bacillus
foi demonstrada e pode ser explicada devido a melhor adaptacdo de bactérias, e
consequentemente, maior produgdo de metabdlitos, em ambientes com pHs proximos ao neutro,
assim como estudado por Rousk et al. (2009). Em contrapartida, nossos resultados diferem dos
de Lanciotti et al. (2001), em que o pH e a atividade de agua ndo exerceram efeito no
crescimento de B. cereus.

A correlagdo positiva entre hemicelulose e AIA e derivados e negativa entre lignina e
AIA e derivados pode ser justificada pelas complexidades das biomoléculas e suas diferentes
conversoes energética. As hemiceluloses sdo compostas, principalmente, pelo carboidrato
xilano e sua degradacdo necessita da acdo de diversas enzimas hidroliticas, resultando em
monossacarideos e acido acético (PEREZ et al., 2002). Enquanto a lignina é composta por
unidades de fenil-propano, unidas por ligagdes C-O-C e C-C, com grupos alcoolicos e
metoxilicos e para sua despolimerizagdo ha a necessidade da agdo de enzimas extracelulares,
oxidativas e inespecificas devido a complexidade estrutural, alto peso molecular e
insolubilidade do polimero, fatores que dificultam sua degradagdo (KIRK; FARRELL, 1987).
Assim, a conversao energética de hemicelulose ¢ mais simples em relacdo a lignina, o que pode
ter favorecido a produ¢ao de AIA e derivados por Bacillus.

Uma grande variedade de micro-organismos possui a capacidade de degradar celulose,
hemicelulose e lignina, consequentemente, processos que utilizem enzimas € micro-organismos
vém sendo desenvolvidos com o objetivo de explorar o potencial de biotecnoldgico de aplicacao
(PEREZ et al., 2002). Os micro-organismos utilizados neste trabalho foram caracterizados
previamente como capazes de produzir enzimas que atuam na degradagao de lignocelulose.
Bacillus sp., Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus fumigatus Trichoderma
reesei, Trichoderma viride foram descritos como produtores das celulases endoglucanase, f3-
glucosidase, celobiohidrolase ou exoglucanase e glicosiltransferase. Bacillus sp., Aspergillus
niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus fumigatus foram relatados como produtores das
hemicelulases xilanase, manase, endoglucanase, -xilodase, a-galactosidade, acetil esterase e
B-glucosidase. Enquanto os micro-organismos Bacillus subtilis, Trichoderma reesei,
Trichoderma longibrachiatum foram descritos como produtores das lignases lacase, lignina

peroxidase, manganés peroxidase, peroxidase e celobiose desidrogenase (SHARMA ; XU; QIN,
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2017). Assim, testar a atividade de lignocelulases em estudos futuros pode ser um novo campo

de aplicagdes biotecnoldgicas para essas linhagens.

4. Conclusoes

Este estudo confirmou, pela primeira vez, a producdo de AIA por fermenta¢cdo em estado
solido utilizando LC-MS/MS. Os micro-organismos pertencentes aos géneros Bacillus,
Trichoderma e Aspergillus analisados neste estudo possuem capacidade de produzir fitases e
AIA por fermentagdo em estado solido. As linhagens B. subtilis D, cultivadas em farelo de trigo,
e T. atroviride (I0C 4503) em DDGS de milho sdo, respectivamente, as combina¢des com
maiores produtividades de AIA e derivados e fitases e consideradas promissoras para fins
agricolas. Nossos resultados indicam que a produgdo de AIA e derivados por Bacillus e
Trichoderma pode ser melhorada utilizando substratos com baixa concentragao de lignina,
como os farelos de soja e trigo. Para a producao de AIA por Bacillus também sdo recomendados
substratos com pHs proximos a neutro, com alta concentragdo de hemicelulose e maior

quantidade de microporos.
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Capitulo 3: Desenvolvimento de novo bioestimulante vegetal e aplicagdo em Eucalyptus

grandis x Eucalyptus urophylla
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Resumo

Programas de melhoramento genético tém tornado as florestas comerciais de Eucalyptus cada
vez mais produtivas, no entanto, alguns clones com alto desempenho em campo apresentam
dificuldades de propagac¢ao, principalmente relacionadas ao enraizamento. Micro-organismos
produtores de &cido indol-3-acético (AIA) podem induzir o enraizamento em plantas, atuando
como bioestimulantes vegetais. O objetivo deste trabalho foi produzir AIA microbiano por
fermentagao em estado solido (FES), utilizando os residuos farelos de soja e trigo, bagaco de
mandioca e graos de destilaria secos com soluveis de sorgo e milho, otimizar a produgao da
biomolécula, aplicar o produto visando o enraizamento de E. grandis x E. urophylla (clone
IPB2) e testar a citotoxicidade do produto. Foram avaliadas, colorimetricamente, 16 cepas
microbianas para a producao de AIA e analogos. A maior produgao foi observada, ineditamente,
pela cepa ATCC® 16814™ de Aspergillus flavipes. Quando cultivada por FES, a maior
produtividade de A. flavipes ocorreu com o uso de particulas de farelo de soja de 0,5 mm, 15
mL de agua e 1,5% de triptofano e nessas condi¢des de cultivo, foi confirmada a alta producao
de AIA em LC/MS-MS. As melhores condigdes de cultivo foram produzidas em maior escala
e misturadas, nas formas so6lida (PES) e liquida (PEL), ao substrato Carolina I®, nas doses 0,
40, 80, 120 e 160 mg kg™! de AIA e, em seguida, plantadas estacas de E. grandis x E. urophylla.
Os tratamentos com 40 a 120 mg kg™ do PES incrementaram a porcentagem de enraizamento,
o comprimento radicular e as massas fresca e seca das raizes, enquanto o tratamento com 120
mg kg do PEL induziu o aumento do comprimento das raizes e da massa seca radicular. O
novo produto foi comprovado como bioestimulante para E. grandis x E. urophylla e patenteado
junto ao INPI sob o registro BR 10 2018 007927 1. O produto, independentemente da dose, ndo
apresentou citotoxicidade em fibroblastos (NIH/3t3). Assim, o bioestimulante foi considerado
eficiente para o enraizamento do clone IPB2, ndo toxico, de baixo custo e ambientalmente
sustentavel. Entre as formas de aplicacio e doses, recomenda-se a aplicacdo de 40 mg kg de
PES, por exercer efeitos similares aos demais tratamentos, a menores custos de produgao.
Palavras-chave: acido indol-3-acético, fermentacdo em estado solido, LC-MS/MS,

propagacao vegetativa, citotoxicidade.
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1. Introdugado

Os programas mundiais de melhoramento florestal sdo baseados na plantagdo clonal de
espécies do género Eucalyptus empregando propagagao vegetativa. No entanto, a eficiéncia da
propagacdo vegetativa ¢ prejudicada, em algumas espécies, devido aos efeitos especificos de
fatores enddgenos e exdgenos na planta-mae, alteracdes na arquitetura do sistema radicular e
manifestagdo de efeitos de topofise que determinam diferengas no potencial de enraizamento
(PERALTA etal., 2012).

O clone de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla IPB2 da ArborGen ¢ classificado
como um clone SuperTree®, tais clones sdo selecionados para maior volume de madeira,
resisténcia a doengas, retidao do tronco e caracteristicas de qualidade da madeira. Utilizando o
manejo adequado, a perspectiva de incremento na renda do produtor utilizando os clones citados
¢ de 10% a 20% em relacdo as mudas tradicionais (ARBORGEN, 2018). Apesar das vantagens
no campo, o clone apresenta dificuldades de enraizamento no viveiro, demandando pesquisas
para promover a indugdo e o desenvolvimento rizogénico.

A inoculagdo de algumas classes de micro-organismos (fungos e bactérias) podem
modificar o desenvolvimento radicular beneficamente aumentando a absor¢cao de agua e
nutrientes, a tolerancia a estresses como secas e doencas e a biomassa vegetal da planta
hospedeira (SUKUMAR et al., 2013). Quando uma substancia ¢ aplicada a plantas com o
objetivo de melhorar a eficiéncia nutricional, estresse abidtico e/ou como tratamento que
influencie a qualidade da cultura, ¢ denominada bioestimulante vegetal. Os bioestimulantes
também designam produtos comerciais contendo misturas de substancias e/ou micro-
organismos (DU JARDIN, 2015), sendo que os produzidos comercialmente sdo, atualmente,
divididos em cinco classes: inoculantes microbianos, acidos humicos, acidos fulvicos,
aminoacidos e extratos de algas marinhas (CALVO; NELSON; KLOEPPER, 2014).

O mercado global de produtos agricolas bioldgicos, o qual inclui biopesticidas,
biofertilizantes e bioestimulantes, pode atingir o valor de US$ 10,05 bilhdes até 2020, com
estimativa de aumento anual de 14,5%. Além dos beneficios atrelados diretamente ao produto,
esse crescimento estd ligado também a diminui¢do de riscos quimicos e melhor gestdao de
residuos, além de incentivos de agéncias governamentais (MARKETS & MARKETS, 2016).

O efeito de bioestimulantes contendo micro-organismos com a habilidade de fornecer as

plantas fitohormonios adicionais e/ou seus precursores vem sendo evidenciado em diversos
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estudos (WONG et al., 2016). Os fitohormonios, como as auxinas, modulam as associagdes
entre plantas e micro-organismos e coordenam as respostas celulares e metabodlicas associadas
ao crescimento microbiano em diferentes tecidos vegetais (BOIVIN; FONOUNI-FARDE;
FRUGIER, 2016).

O fitohormdnio 4cido indol-3-acético (AIA) ¢ o maior regulador de todos os aspectos do
desenvolvimento de plantas, atuando tanto em processos celulares bdsicos quanto em
fenomenos macroscopicos (SAUER; ROBERT; KLEINE-VEHN, 2013), desempenhando
papel central na formagao de raizes adventicias (PACURAR; PERRONE; BELLINI, 2014).
Efeitos benéficos, como incrementos no crescimento da parte aérea, raizes e raizes laterais e no
nimero de raizes decorrentes da aplicagdo de micro-organismos dos géneros Aspergillus,
Bacillus e Trichodema, produtores de auxina, foram descritos em diversos estudos (HOYOS-
CARVAIJAL et al., 2009; HUSSEIN et al., 2016; SALAS-MARINA et al., 2011).

Os micro-organismos podem ser cultivados por Fermentacdo em Estado Sélido (FES),
processo heterogéneo trifdsico que compreende fases solida, liquida e gasosa, oferecendo
condigdes benéficas para o cultivo microbiano. Nas ultimas duas décadas, a FES vem se
destacando para o desenvolvimento de bioprocessos industriais, particularmente, devido as
menores exigéncias de energia associadas ao maior rendimento do produto e menor produgdo
de aguas residuais, com consequente menor risco de contaminacdo bacteriana. Além disso, ¢
considerada ambientalmente sustentdvel, principalmente por utilizar de residuos agroindustriais
solidos como substrato (THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013).

Tendo em vista as dificuldades no enraizamento de clones de Eucalyptus, este estudo
objetivou produzir um novo bioestimulante por FES, avaliar os efeitos da inoculacdo do produto
no enraizamento de mudas de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla (clone IPB2) e testar

a seguranca do produto em fibroblastos.
2. Materiais e métodos
2.1. Cepas microbianas
Para a producao de AIA, foram testadas as cepas Aspergillus ustus (Bainer.) Thom &

Church (IOC 4410), Aspergillus niger van Tieghem (INCQS 40015), Aspergillus flavipes
(ATCC® 16814™), Bacillus subtilis (CCGB 0030), Bacillus megaterium (CCGB 0146),
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Bacillus amyloliquefaciens (CCGB 0145), Trichoderma atroviride (10C 4503), Trichoderma
koningii (INCQS 40331), Trichoderma harzianum Rifai (IOC 3844), oriundas da Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), a cepa Aspergillus niger 01, isolada pelo Laboratorio de
Bioprocessos, UNESP, Botucatu e depositada na Colegdo Brasileira de Micro-organismos de
Ambiente e Industria sob numero de CBMAI 2084 e as cepas de Bacillus subtilis (B, C, D, E,
F, E27), doadas pela Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os micro-organismos
que se referem a acesso ao patrimonio genético brasileiro foram cadastrados no Sisgen pelo n°

A3B348F.

2.2. Preparo do in6culo

Os fungos foram cultivados em slants com meio potato dextrose agar (PDA) por 96 h a
30°C e as bactérias em slants com meio tryptic soy agar (TSA) por 24 h a 33°C. Apos o
crescimento, os slants foram armazenados a 4°C até o uso sob camada de vaselina esterilizada
e repicados a cada trés meses para manutencdo da linhagem. O indculo foi preparado
suspendendo o contetdo do slant em 6 mL de 4gua esterilizada. A suspensio foi ajustada a 10’

de esporos.mL! e 2 mL desta suspensdo foi inoculada sobre o substrato da FES.

2.3. Quantificacao de AIA e derivados

Para a quantificagdo da producao de AIA e derivados foi utilizada uma adaptacao dos
métodos propostos por Bric et al. (1991) e Sarwar et al. (1992). Placas de petri com meio PDA
para fungos e TSA para bactérias, acrescidos de triptofano (1%, m/v) foram inoculadas com
100 pL de solucgdo ajustada para 107 esporos mL™!' em tampdo fosfato pH 7,0 (0,01 M).

Apo6s 96 h de incubagdo para fungos e 24 h de incubacao para bactérias, a 30°C, foram
adicionados 20 mL do reagente Salkowski (2% de FeCl3; em 35% de acido perclérico) a
temperatura ambiente as placas. Apos 30 min de reacdo, as cepas produtoras de AIA ou
analogos foram identificadas por coloracao rosa/avermelhada.

O conteudo das placas foi transferido para tubos Falcon de 50 mL e centrifugado por 15
min a 4.000 x g. Como branco foram utilizadas placas com meio de cultura e triptofano (1%,

m/v). A leitura em absorbancia foi realizada em espectrofotdometro a 535 nm e comparada com
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curva padrdo de acido indol-3-acético (Sigma Aldrich®), os resultados foram expressos em pg

de 4acido indol-3-acético e analogos mL™! de amostra.

2.4.  Fermentacao em Estado Sélido (FES)

O micro-organismo com maior producdo de AIA e derivados foi cultivado por FES,
utilizando os substratos bagaco de mandioca, (doado pela fecularia “Flor de Létus”, localizada
em Candido Mota, Sao Paulo, Brasil), farelo de trigo, farelo de soja, graos de destilaria secos
com soluveis (DDGS) de sorgo e de milho (doados pela fabrica de racdo da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Botucatu, Sao Paulo, Brasil). O aminoacido
triptofano (1,0%, m/m) foi adicionado aos substratos como indutor da producao de AIA. O meio
utilizado para a FES foi composto de 50% de substrato e 50% de adgua destilada (m/m).

As suspensdes microbianas foram inoculadas em 10 g de substrato em frascos Erlenmeyer
(250 mL) e incubadas a 30°C por 120 h. Apds este periodo, foram adicionados 50 mL de agua
destilada aos frascos e o conteudo filtrado em duas camadas de gaze de algodao.

O filtrado foi utilizado para os ensaios de AIA. A quantificacdo de AIA e derivados
ocorreu pela reagdo de 1 mL de extrato e 4 mL do reativo de Salkowski. A leitura em
absorbancia foi realizada em espectrofotometro a 535 nm e os resultados expressos em pg de

4cido indol-3-acético e andlogos mL™' de amostra.

2.5. Experimento fatorial

A combinacao de substrato e micro-organismo que resultou em maior producao de AIA
e derivados em meio de cultura teve suas condi¢des otimizadas por planejamento experimental.
Foram avaliadas as variaveis independentes: granulometria do substrato (0,5, 1,0 e >1,0),
quantidade de dgua adicionada ao substrato (5, 10, 15 mL) e porcentagem de triptofano (0,5,
1,0 e 1,5%, m/m), utilizando planejamento fatorial completo, englobando 11 ensaios, sendo
oito referentes ao planejamento experimental somado a trés repeticdes no ponto central (2" +
trés pontos centrais, onde n ¢ o niumero de variaveis independentes), conforme o método
descrito por Barros-Neto; Scarminio; Bruns, 2010. As analises foram realizadas utilizando o

software Statistica versao 10, Statsoft®).
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2.6. Determinacdo de AIA por cromatdgrafo liquido acoplado a espectrometro de

massas (LC-MS/MS)

Para confirmar a produgao de AIA por via metabdlica com triptofano como precursor, a
FES sob condi¢des selecionadas como 6timas [farelo de soja (0,5 mm) e 15 mL de 4gua] ocorreu
com e sem adicdo de triptofano (1,5%), e ambos extratos utilizados para a injecdo em LC-
MS/MS. Os extratos foram centrifugados a 4.000 x g por 10 min e filtrados em membrana de
0,22 pm.

Para a realizacdo das andlises foi utilizado sistema LC-MS/MS, composto por
Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), modelo Proeminence UFLC (Shimadzu®,
Quioto, Japao), equipado com duas bombas LC-20AD, auto-injetor SIL-20AC, degazeificador
DGU-20AS5, sistema controlador CBM-20A e forno CTO-20AC, acoplado ao espectrometro de
massas 3200 Q TRAP (Applied Biosystems®, Foster City, EUA).

Para a quantificagdo de AIA foi utilizada uma coluna cromatografica Synergi 2.5 pm
Fusion RP 100 A (Phenomenex), com 1% de 4cido acético diluido em agua mili-q (v/v) (fase
A) e 1% de acido acético diluido em metanol (v/v) (fase B) como fases moveis e vazao de 0,65
mL min'!. A corrida ocorreu seguindo o gradiente: 0-2 min, 45% fase B; 2-8 min, 95% da fase
B; e 8-10 min, 45% de fase B. O tempo total de execucdo foi de 10 min, e o tempo de retencao
do composto na coluna cromatografica foi de 2,44 min, utilizando ionizagdo por electrospay

(ESI) no modo de ionizagao negativo.

2.7.Preparo dos tratamentos

O produto foi produzido em maior escala e testado em sua forma bruta, denominado
produto em estado sélido (PES) e processado para a obtengao da forma liquida, denominado
produto em estado liquido (PEL). Essas duas formas de aplicacdo foram propostas com o
objetivo de comparar uma forma com menor superficie de contato, porém com maior tempo de
acao (solida) e outra forma com maior superficie de contato, porém com menor tempo de agado
(liquida).

A forma liquida foi preparada pela adicdo de dgua destilada na mistura do processo
fermentativo na propor¢do de 5:1 (5 mL de 4gua para cada g de mistura), seguida por filtragdo

em duas camadas de gaze de algoddo. O rendimento do processo de filtracdo foi de 80%, ou
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seja, para cada 5 mL de dgua adicionados, foram obtidos 4 mL do produto. Ambos os preparos
foram misturados ao substrato Carolina I® (turfa Sphagnum, casca de arroz torrefada e
vermiculita), respectivamente, nas proporcdes 5, 10, 15 € 20 % (m/m) e 10, 20, 30, 40% (v/m),
ambos equivalentes a 0, 40, 80, 120 e 160 mg kg de AIA. Os substratos preparados foram

depositados em tubetes plasticos de 55 m* e umedecidos com o auxilio de nebulizadores.

2.8.Implantagdo do experimento

O experimento foi conduzido no viveiro pertencente a empresa Avam Flora, localizado no
municipio de Aguas de Santa Barbara-SP, nas coordenadas 22°52°50°" S e 49° 14°20”” O. O
clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla selecionado para o trabalho foi o IPB2 da
ArborGen, devido a grande capacidade de produgao de celulose e ao baixo desempenho em

viveiro por problemas no enraizamento.

Tl . i ; et
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Figura 1. Coleta das estacas de Eucalyptus grandis x E. urophylla (clone IPB2) no jardim clonal
(A) e plantio das estacas nos substratos contendo o bioestimulante (B).

Estacas caulinares, de 3 a 6 cm de comprimento ¢ 1,5 a 2,5 mm de didmetro, foram
coletadas no jardim clonal da empresa (Figura 1A). O jardim clonal foi suprido com todos os
nutrientes necessarios ao desenvolvimento vegetal, o pH foi mantido entre 5,5 ¢ 6,2 ¢
condutividade elétrica entre 1,0 e 2,5 mS cm™. O manejo hidrico do jardim foi realizado
conforme a necessidade. Apos coletadas, as estacas foram plantadas nos substratos preparados

(Figura 1B).
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Os experimentos foram implantados em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos (quatro doses de AIA mais o controle) e trés repeticdes. Cada unidade experimental
correspondeu a 88 mudas do clone IPB2. As plantas permaneceram em casa de vegetagao por
por 30 dias e apds este periodo, foram transferidas para casa de sombra por mais 10 dias para
aclimatacao, totalizando 40 dias de experimento. O manejo hidrico foi realizado de acordo com

a necessidade de irrigacdo, observando a saturagcdo de agua do substrato.

2.9.Avaliagoes morfologicas

A avaliagdo da porcentagem de sobrevivéncia foi determinada pela contagem das plantas
que possuiam vigor foliar na transi¢ao da casa de vegetagao para a casa de sombra, 30 dias apos
o inicio do experimento. Aos 40 dias de experimento, foram retiradas 15 mudas centrais de cada
unidade experimental para a realizagdo das avaliagdes destrutivas (Figura 2A) e determinacao
dos comprimentos e biomassas radiculares. As plantas foram retiradas dos tubetes lavadas em

agua corrente a fim de eliminar qualquer residuo do substrato (Figura 2B).

Figura 2. Mudas selecionadas para as analises morfoldgicas (A) e lavagem em agua corrente
para a total eliminacdo dos residuos do substrato (B).
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2.10. Teste de viabilidade celular

Para verificar a possivel citotoxicidade do bioestimulante desenvolvido, fibroblastos
(3t3-NHI) foram plaqueados 48 h antes dos tratamentos, em placa de 96 pogos e na densidade
de 5x10* células mL!. Os extratos microbianos foram centrifugados a 4.000 x g por 10 min e
filtrados em membrana de 0,22 um. As células foram expostas ao bioestimulante e ao AIA
sintético (Sigma-Aldrich®, St Louis, USA) nas doses 0, 40, 80, 120 e 160 mg kg!, assim como
nos experimentos em viveiro. Apds o tempo determinado de exposicao (24 h), a viabilidade
destas células foi medida através do teste de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazélio]. O meio de cultura foi removido, adicionado MTT (1 mg mL™) e levado
em estufa por 3 h. Apos esse periodo o meio foi removido e adicionado 0,1 mL em cada pogo
de DMSO (dimetilsulfoxido) para solubilizacdo do corante formado por células vidveis. Apos,
a absorbancia foi medida a 570 nm utilizando um leitor de microplacas (SYNERGY-HTX
multi-mode reader, Biotek, USA).

2.11. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médias de trés replicatas biologicas (média = desvio
padrdo). Os dados foram submetidos & Andlise de Variancia (ANOVA), quando o valor do teste

F indicou efeito significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

3. Resultados

3.1.Producao de AIA e derivados

As auxinas podem ser quantificadas por diversos métodos tais como os qualitativos
(BRIC; BOSTOCK; SILVERSTONE, 1991; HOYOS-CARVAJAL; ORDUZ; BISSETT,
2009), espectrofotométricos (SARWAR et al., 1992), por espectrometria gasosa (GC)
(BARKAWTI et al., 2010) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (GUPTA et al.,
2011; LU et al., 2010), quanto maior a eficiéncia do método, maiores sdo os custos para realiza-
los. Em nosso estudo, devido a grande quantidade de cepas testadas, realizamos, primeiramente,

a quantificacdo de AIA e derivados por método espectrofotométrico.
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Todas as cepas testadas demonstraram a capacidade de producao de AIA e derivados em
meio de cultura (PDA para fungos e TSA para bactérias) suplementado com triptofano (1%,
m/v) em placas de petri. A maior producao de AIA e derivados foi relatada, ineditamente, pela
cepa de Aspergillus flavipes (71 pg mL™), enquanto a produtividade das demais cepas variou
de 3 (T. harzianum) a 23 ng mL! (B. subtilis E27) (Figura 3). Assim, o fungo A. flavipes foi

selecionado para a continuidade do estudo, sendo cultivado por FES.

AlA e andlogos (ug mL 1)
ey
=]

A, niger 01
A. niger 40015
A. flavipes
A. ustus
B. subtilis 0030
B. subtilis B
B. subtilis C
B, subtilis D
B. subtilis E
B. subtilis F
8. subltilis E27
B. megaterium
T. kaningii
I harzianum [l
T. atroviride

B. amyloliquefaciens

Micro-organismos

Figura 3. Quantificagdo de AIA (4cido indol-3-acético) e andlogos, produzidos por 4. niger (01
e INCQS 40015), 4. ustus (10C 4410), 4. flavipes (ATCC 16814), B. subtilis (CCGB 0030, B,
C, D, E, F e E27), B. megaterium (CCGB 0146) e B. amyloliquefaciens (CCGB 0145), T.
harzianum (10C 3844) e T. atroviride (I0C 450) em meios de cultura.

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott Knott (p < 0,05).

A cepa de A. flavipes foi cultivada em farelo de soja, farelo de trigo, bagago de mandioca,
DDGS de sorgo e DDGS de milho. Nao houve crescimento microbiano em baga¢o de mandioca
e DDGS de milho. A maior produgdo de AIA e derivados por FES foi obtida utilizando farelo
de soja (183 ug mL™"), sendo aumentada 2,1 vezes em relagdo a produ¢io em farelo de trigo
(87 ng mL) e 5 vezes em relagio ao DDGS de sorgo (36 ng mL™!) (Figura 4). Assim, o farelo
de soja foi selecionado para a otimizagdo da producdo AIA e derivados pelo método da

superficie de resposta.
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Figura 4. Quantificacao de AIA (4cido indol-3-acético) e andlogos em extratos provenientes da
fermentagdo em estado sélido de 4. flavipes (ATCC® 16814™) em farelo de soja, farelo de

trigo e DDGS de sorgo.
Me¢dias comparadas estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0,05).

3.2. Producado de AIA e derivados por experimento fatorial

No planejamento experimental (R?>= 0,86), para a producio de AIA e derivados em farelo
de soja, as variaveis granulometria do substrato (mm), adicdo de agua (mL) e triptofano (%) e
a interacdo entre todos as variaveis ndo foram estatisticamente significativos (Tabela 2). No
entanto, houve grande variagdo na produtividade de AIA e derivados em razao da variagdo das
condigdes do meio de cultivo. Com menor granulometria (0,5 mm), maior adi¢ao de dgua (15
mL) e menor adi¢do de triptofano (0,5 %) foi obtida a menor produtividade de AIA e anadlogos
(237 pg mL™"), enquanto, nas mesmas condi¢des de granulometria (0,5 mm) e 4agua (15 mL) e
maior concentracgdo de triptofano (1,5 %) foi obtida a maior producao de AIA e derivados (655
png mL1) (Tabela 1).

Além disso, houve aumento de 3,6 vezes na produtividade de AIA e derivados em relacao
as condigdes iniciais de cultivo em farelo de soja (183 pg mL™) (Figura 4). Assim, embora ndo
estatisticamente significativas por planejamento experimental, as condigdes de cultivo que

inferiram maior producao de AIA foram selecionadas para a continuidade do estudo.
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Tabela 1. Planejamento fatorial para a otimizagdo da producio de AIA e analogos (ug mL™)
por fermentacdo em estado solido utilizando A. flavipes e farelo de soja e modificando as
condigdes do substrato: granulometria das particulas (mm), adi¢ao de agua (mL) e triptofano
(%, m/m).

Ensaios Granulometria Agua Triptofano AlA e andlogos
(mm) (mL) (%) (ugmL™)
1 -1 -1 -1 317,77
2 +1 -1 -1 285,83
3 -1 +1 -1 237,30
4 +1 +1 -1 307,84
5 -1 -1 +1 365,52
6 +1 -1 +1 264,74
7 -1 +1 +1 654,56
8 +1 +1 +1 384,56
9 1 1 1 450,84
10 1 1 1 383,86
11 1 1 1 359,09

Tabela 2. Estimativa de efeitos para a produgio de auxina (ug mL™) por Aspergillus flavipes
em farelo de soja.

Limite de Limite de

Parametros Efeito  Desvio Padrao  t(4) p Confianca  Confianca
(-95%) (+95%)
Média 364,72 20,38 17,89 0,00 308,12 421,32
Particula (mm) -83,04 47,81 -1,74 0,16  -215,77 49,69
Agua (mL) 87,60 47,81 1,83 0,14  -45,13 220,33
Triptofano (%) 130,16 47,81 2,72 0,05 -2,57 262,89
1x2 -16,69 47,81 -0,35 0,74 -149,42 116,04
1x3 -102,34 47,81 -2,14 0,10 -235,07 30,38
2x3 116,83 47,81 2,44 0,07 -15,90 249,56

3.3. Quantificagdo de acido indol-3-acético por LC-MS/MS

Foram realizadas trés repeticdes bioldgicas para as condi¢des em que foi constatada a
maior producdo de AIA e derivados pelo método colorimétrico (farelo de soja com
granulometria 0,5 mm, 15 mL de dgua adicionada e 1,5 % de triptofano) e, nos extratos, foi

quantificado o acido indol-3-acético por LC-MS/MS. A produtividade de AIA por 4. flavipes
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nas condi¢des selecionadas para o cultivo (516 pg mL!) (Figura 5B), confirmou os resultados
da analise colorimétrica (654 ug mL"), sobre a alta produgdo AIA pelo micro-organismo.
Também foi verificada que a producao de AIA por A. flavipes ocorre utilizando uma via
dependente de triptofano como precursor. Na auséncia de triptofano, a producao de AIA por A.
flavipes foi de 0,3 pg mL™!, enquanto, com a adi¢do de 1,5% de triptofano foi aumentada para

515,5 pg mL™! (Figura 5A).
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Figura 5. Producao de 4cido indol-3-acético (AIA) por A. flavipes cultivado em farelo de soja
(0,5 mm) suplementado com 15 mL de agua, na presenca e auséncia de triptofano (1,5%) (A) e
cromatograma do extrato com triptofano (MM = 175,187) e os ions secundarios gerados (MM
=130,0 ¢ 127,9) (B).

3.4. Respostas morfolédgicas a aplicagdo do potencial bioestimulante
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Os tratamentos com PES e PEL resultaram em alteragdes no enraizamento € no

desenvolvimento das plantas (Figuras 6 e 7).
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Figura 6. Sobrevivéncia (%) (A), enraizamento (%) (B), comprimento médio da parte aérea (C),
comprimento médio das raizes (D), massa fresca média das raizes (mg) (E) e massa seca média
das raizes (F), em resposta aos tratamentos com produto em estado solido (PES) nas doses 0, 5,
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10, 15 € 20 % (m/m) (correspondentes a aplicagdo de 0, 40, 80, 120 e 160 mg kg! de AIA), 40
dias apds o plantio.
Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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Figura 7. Sobrevivéncia (%) (A), enraizamento (%) (B), comprimento médio da parte aérea (C),
comprimento médio das raizes (D), massa fresca média das raizes (mg) (E) e massa seca média
das raizes (F), em resposta aos tratamentos com produto em estado liquido (PEL) nas doses 0,
10, 20, 30 e 40 % (v/m) (correspondentes a aplicagio de 0, 40, 80, 120 e 160 mg kg! de AIA),
40 dias apos o plantio.

Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott Knott (p < 0,05).
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Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos e o controle para as varidveis
sobrevivéncia (Figura 6A) e comprimento médio da parte aérea (Figura 6C). Houve aumento
significativo na porcentagem de enraizamento pela a¢do dos tratamentos com PES a 5% (89%)),
10% (91%) e 15% (82%) em relagdo ao controle (62%). O tratamento com 20% de PES se
igualou estatisticamente ao controle (Figura 6B). O mesmo padrdo foi seguido para o
comprimento médio das raizes (Figura 6D), os tratamentos a 5% (11,0 cm), 10% (10,9 cm), e
15% (10,0 cm) foram estatisticamente superiores ao controle (6,7 cm) e a 20% (7,2 cm) (Figura
10D). O incremento das massas radiculares fresca e seca, ocorreram, assim como nas demais
variaveis, nos tratamentos com 5 (19,1 e 1,7 mg, respectivamente), 10 (20,0 e 1,8 mg) e 15 %
(22,1 e 1,7 mg) de PES, em relagdo ao controle (14,0 e 1,3 mg) (Figuras 6E e 6F), enquanto o
tratamento com 20% de PES se igualou estatisticamente ao controle (12,3 e 1,1 mg).

Para os tratamentos com PEL ndo houve diferenca significativa para porcentagem de
sobrevivéncia (Figura 7A), porcentagem de enraizamento (Figura 7B) e massa fresca das raizes
(Figura 7E). Os tratamentos com 20, 30 e 40% de PEL (cujas médias foram de, respectivamente,
9,5, 9,7 € 9,7 cm) ndo alteraram o comprimento médio da parte aérea em relagdo ao controle
(10,0 cm), enquanto o tratamento com 10% de PEL induziu redugdo dessa variavel (8,5 cm)
(Figura 7C). O comprimento médio das raizes s6 foi aumentado pelo tratamento com 30% de
PEL (11,3 cm) em relagdo ao controle (6,7 cm), enquanto os demais tratamentos nao
provocaram alteragdes (Figura 7D). Assim, como no comprimento das raizes, houve
incremento apenas na massa seca radicular pela acdo do tratamento com 30% de PEL, que

atingiu 1,8 mg, enquanto o controle resultou em 1,3 mg (Figura 11F).

3.5.Testes de viabilidade celular

Os fibroblastos (NIH/3t3) foram selecionados para o teste de citotoxicidade do produto,
pois, durante a operacdo de mistura do produto ao substrato, h4 contato direto das maos do
operador com o produto e ensaios com fibroblastos vém se mostrando eficientes na analise de
irritacdo da pele causada por um grande nimero de agentes (BASON; GORDON; MAIBACH,
1991; LEE et al., 2000).

Houve diferenca entre as doses de AIA, tanto produzido por A. flavipes e quanto
sintético, na viabilidade celular de fibroblastos (NIH/3t3) (Figuras 8A e 8B). Houve aumento
da viabilidade de NIH/3t3 em decorréncia da aplicacdo de 120 e 160 mg kg™ de AIA produzido
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por A. flavipes em relagdo aos controles e as demais doses (Figura 8A), enquanto as maiores
dose da auxina sintética (Figura 8B) causaram reducao na viabilidade de NIH/3t3 em relagao
aos controles. Assim, o bioestimulante, nas doses testadas, pode ser considerado nao toxico

para fibroblastos e vantajoso em relacao ao AIA sintético, que apresentou citotoxicidade.
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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 4cido indol-3-acético (AIA) produzido por A4. flavipes (A) e
sintético (Sigma®) (B).

Me¢édias comparadas pelo Teste Scott Knott (p < 0,05).

4. Discussao
4.1. Producao de acido indol-3-acético (AIA) por Aspergillus flavipes

Neste estudo, foi relatada, pela primeira vez a produgdo de AIA por A. flavipes usando a
técnica de fermentacdo em estado solido. A producao de AIA foi relatada previamente por
diversas espécies microbianas cultivadas em meio de cultura, entre elas Bacillus subtilis (106,36
ug mL™Y), Aspergillus ustus (7,94 pg mL') (SALAS-MARINA et al., 2011), Aspergillus
nidulans (5 pmol mL™") (ECKERT et al., 1999), Proteus mirabilis (2,21 pg 100 mL™'), Proteus
vulgaris (6,5 ug 100 mL™"), Klebsiella pneumoniae (50,68 png 100 mL™"), Bacillus megaterium
(2,2 ng 100 mL™Y), Bacillus cereus (0,8 ng 100 mL") e Escherichia coli (2,6 pg 100 mL™)
(KARADENIZ; TOPCUOGLU; INAN, 2006). Assim, além de inédita, a produtividade do
fungo sob as condi¢des otimizadas, em farelo de soja (515 pg mL™"), é superior a dos micro-

organismos ja estudados.
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Para A. flavipes, a produgdo auxinica foi aumentada exponencialmente (de 0,3 para 515,5
ng mL') em presenca de triptofano. O AIA pode ser sintetizado usando L-triptofano (Trp)
como precursor ¢ outras vias independentes de triptofano (ZHAO, 2010). Embora as vias
biossintéticas de producao de AIA por micro-organismos ainda nao estejam completamente
elucidadas, ¢ descrito que o Trp € utilizado como principal precursor tanto para bactérias como
para fungos, através de intermedidrios tais como o acido indol-3-pirtivico (AIP), indol-3-
acetamida (IAM), e triptamina (TAM) (SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2010). Assim, nosso
estudo, comprovou a utilizagdo do triptofano como precursor e da utilizagdo de uma de suas

vias metabolicas, para a produgdo do fitohormdnio por 4. flavipes,

4.2. Efeitos do bioestimulante em Eucalyptus grandis x E. urophylla (clone IPB2)

O produto (4. flavipes cultivado em farelo de soja), em ambas formas de aplicacdo,
demonstrou exercer a fun¢do bioestimulante em mudas de Eucalyptus grandis x E. urophylla.
Diversos géneros de micro-organismos vém sendo relatados como capazes de atuar no
enraizamento ¢ desenvolvimento de plantas.

A inoculagdo de Aspergillus ustus em raizes de Arabdopsis thaliana e Solanum tuberosa
induziu aumento no crescimento da parte aérea e das raizes e no niimero de raizes laterais e
pélos radiculares (SALAS-MARINA et al., 2011). Em Arabdopsis thaliana, a inoculacio de
Trichoderma virens e Trichoderma atroviride resultou em maior producdo de biomassa e
desenvolvimento de raizes laterais (CONTRERAS-CORNEJO et al.,, 2009). Isolados
bacterianos da rizosfera de Araucaria angustifolia, produtores de auxina, foram bem adaptados
ao hospedeiro Pinus elliottii, sugerindo que esses grupos microbianos podem ser uteis para o
desenvolvimento e reestabelecimento de florestas (GUMIERE et al., 2014).

Em relagdo as formas de aplicacdo, o PES, nas doses 5, 10 e 15%, incrementaram a
porcentagem de enraizamento, o comprimento das raizes e as massas fresca e seca das raizes;
enquanto o PEL resultou em incremento no comprimento das raizes e na massa seca radicular
apenas no tratamento com 30%. Auxinas naturais e sintéticas vém sendo aplicadas as estacas
como forma de induzir o enraizamento, tanto em solugdo quanto na forma sélida, misturada a
talco.

Estacas lenhosas de pecan (Carya illinoinensis) foram submetidas a tratamentos com

solucdes aquosas a 0,03%, 0,06%, ¢ 0,09% de AIA e da auxina sintética acido indol-3-butirico
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(AIB) e 0,06%, 0,09% e 0,12% da auxina sintética acido naftaleno acético (ANA), sendo que a
rizogé€nese ocorreu mais rapidamente com o tratamento de 0,09% de ANA (ZHAO; ZHANG,
2015). Em Azadirachta indica A. Juss (Neem), tratamentos com AIB, AIA e ANA nas
concentragdes 100; 250; 500; 750; 1.000 e 1.500 mg L' foram aplicados as estacas e o
tratamento com AIB (500 mg L) resultou em maior porcentagem de enraizamento (GEHLOT
et al., 2015). Estacas de pimenta negra (Piper nigrum cv. Bragantina) foram expostas a 4000
mg kg!' de AIB misturado a talco, melhorando o enraizamento e a qualidade do sistema
radicular (FREIRE et al., 2017). Em estacas de goiaba (Psidium guajava L.) CV. Safeda foram
aplicadas diferentes auxinas (AIB, AIA e ANA a 100mg 100 g de talco). Todas as auxinas
promoveram o enraizamento, porém as estacas tratadas com AIA produziram o maximo de 27,6
raizes, enquanto os tratamentos com AIB e ANA produziram 23 raizes. O AIA também resultou
em porcentagem maxima de sobrevivéncia em relagcdo ao controle (ZAMIR et al., 2017).

Embora resultados promissores no enraizamento de estacas venham sendo evidenciados
em diversos estudos por ambas formas de aplicacdo, at¢é o momento ndo ha discussdes
comparativas entre os métodos. Para Eucalyptus grandis x E. urophylla (clone IPB2), o
tratamento em estado solido se destacou em relagdo ao liquido, por exercer efeitos semelhantes
e necessitar de uma etapa a menos de processamento. Além disso, a preseng¢a do um substrato
suporte para o inoculante ¢ importante para proporcionar um ambiente estavel para o indculo e
prolongar a vida de prateleira do produto (MALUSA; SAS-PASZT; CIESIELSKA, 2012).
Entre as doses de PES aplicadas consideramos 5% a mais vantajosa para o enraizamento do
clone IPB2, pois além de proporcionar incrementos estatisticamente iguais a 10 e 15 %, também
proporciona menor custo de produgao.

Houve tendéncia inibitoria da maioria das variaveis analisadas pela aplicagdo da dose
méxima de PES (20%) e PEL (40%), correspondentes a 160 mg kg de AIA. Em baixas
concentracdes as auxinas estimulam os processos de crescimento e desenvolvimento em
plantas, porém com concentracdo e atividade crescentes nos tecidos, o crescimento ¢
prejudicado e a planta pode ser letalmente afetada (DAYAN; DUKE; GROSSMANN, 2010).
Assim, nossos resultados sugerem que houve efeito inibitério no enraizamento resultante da
aplicacdo da maior dose de PES e PEL.

A manipulacdo quimica do sistema auxinico pela sintese de anilogos tem ganhado
consideravel importancia na pesquisa basica de auxina (DAYAN; DUKE; GROSSMANN,

2010). Compostos sintéticos que atuam como fitohormonios estio entre os herbicidas de maior
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sucesso utilizados na agricultura, pois possuem maior estabilidade na planta do que o AIA, bem
como mobilidade sist€mica e acdo seletiva (GROSSMANN, 2010).

No entanto, a auxina sintética mais amplamente utilizada como herbicida, o acido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D) gera residuos, contaminando o ar, agua, solo e alimentos e a
exposicao a estes residuos causa efeitos adversos a satide humana (BUKOWSKA, 2006), como
genotoxicidade (MADRIGAL-BUJAIDAR; HERNANDEZ-CERUELOS; CHAMORRO,
2001), neurotoxicidade (TAYEB et al., 2010), hepatotoxicidade (BORTOLOZZI et al., 2001)
e toxicidade renal (UYANIKGIL et al., 2009). Em contrapartida, os inoculantes microbianos
vém se destacando por solucionarem problemas ambientais (CALVO; NELSON; KLOEPPER,
2014) e exercerem efeitos similares aos sintéticos.

Devido aos efeitos inibitorios no enraizamento com a dose maxima aplicada, ¢ possivel
que além de efeito bioestimulante, o produto descrito na patente BR 10 2018 007927 1, em altas
concentragdes, possa prejudicar o desenvolvimento vegetal, atuando como herbicida. Assim,
para verificar tal efeito, os proximos estudos devem testar altas doses do produto, assim como

investigar a existéncia dos possiveis efeitos de toxidez ao ambiente e a saide humana.

4.3. Segurancga do produto a satide humana

Hormonios, presentes em todos os vegetais, sdo ingeridos na dieta, com consequéncias
para a fisiologia humana, porém seu modo de a¢do ainda nao esta completamente elucidado
(CHANCLUD; LACOMBE, 2017). Alguns efeitos adversos decorrente do AIA vém sendo
relatados. Altas doses das auxinas AIA, acido 2-naftoxiacético ¢ acido diclorofenoxiacético
(2,4-D) causaram modificacdes significativas nas propriedades de biomembranas
(FLASINSKI; PAULINA, 2017). Neutréfilos e linfocitos incubados com AIA apresentaram
despolarizagdo do potencial transmembrana mitocondrial, aumento nas atividades de
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase, mostrando que o
processo de morte celular induzido por AIA envolve a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (MELO et al., 2004).

Porém, especificamente para pele, o AIA vem, recentemente, sendo utilizado em
tratamentos, e reconhecido como um novo fotossensibilizador, com efeitos adversos minimos
(JANG et al., 2011). O AIA associado a terapia fotodindmica (PDT) foi apontado como um

possivel tratamento para queratoses actinicas (forma de carcinoma de células escamosas
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ocorrem em peles cronicamente fotoexpostas) (GRANDI et al., 2016) dermatite seborreica
facial (KWON et al., 2014) e acne de nivel leve a moderado (JANG et al., 2011), enquanto o
AIA associado a enzima horseradish peroxidase induziu os radicais livres a apoptose de c€lulas
de melanoma humano (KIM; JEON; PARK, 2004).

Em nosso estudos, para células saudaveis, NIH/3t3, tanto para o AIA sintético quanto
para o AIA microbiano, foram comprovados efeitos adversos minimos a viabilidade celular,
havendo diminui¢ao da viabilidade de NIH/t3t apenas quando aplicadas as maiores doses de

AITA sintético.

4.4. Potencial de Comercializagdo

Em uma analise inicial, além da alta produtividade de AIA, a presente invengao apresenta
reducdo de custos de produgdo de AIA em relagdo ao produto comercial, devido a utilizagdo de
residuos agroindustriais no processo fermentativo. Considerando os custos para a produgdo de
AIA, preco do farelo de soja (R$ 1,27 kg'') (AGROLINK, 2018) e quantidade de triptofano
(Mcassab®) acrescido ao substrato (R$ 2,25 kg! de residuo), o custo de producio de 1 g de
AIA custaria R$ 1,70, enquanto a biomolécula purificada (Sigma Aldrich®) ¢ vendida por R$
43,20.

As auxinas tém sido utilizadas amplamente e aplicadas como herbicidas, reguladores de
crescimento vegetal e modificadores de outras propriedades de cultuas vegetais (FLASINSKI;
PAULINA, 2017). Como exemplo de reguladores vegetais usualmente utilizados pode-se citar
o AIA, acido indol-3-butirico (AIB), acido naftalenoacético (ANA) e 2,4-D. O novo produto
desenvolvido pode ser um concorrente direto dessas auxinas, com menor custo € maior
facilidade de aplicagdo, ja que as auxinas sintéticas sao comercializadas em p6 e necessitam ser
diluidas para a aplicacdo as plantas, enquanto a nova tecnologia possibilita a aplicacdo direta
para a finalidade indicada.

As auxinas também podem ser utilizadas como composto de biorreguladores para auxiliar
em todos os estagios do desenvolvimento da cultura, como ¢ o caso do Stimulate® (Stoller),
cuja composi¢io é citocinina (90 mg L), giberelina (50 mg L) e auxina (50 mg L), assim, o

novo produto também pode ser utilizado como componente de bioestimulantes comerciais.
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5. Conclusao

Neste estudo foi relatada, ineditamente, a producao de acido indol-3-acético (AIA) pelo
fungo A. flavipes (ATCC® 16814™) e pelo processo de fermentagio em estado solido (FES).
Entre as condigdes testadas, a melhor produtividade de AIA ocorre em farelo de soja (0,5 mm),
com acréscimo de 15 mL de agua e 1,5% de triptofano.

O produto foi comprovado como bioestimulante no clone IPB2 de Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla, incrementando o enraizamento, apresenta baixo custo de produgdo e
pode ser comercializado a um prego inferior ao AIA sintético purificado. Assim, o produto foi
registrado junto ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) sob o registro BR 10
2018 007927 1.

A aplicacdo do produto em estado solido (PES) se destaca em relagdo ao produto em
estado liquido (PEL), por apresentar resultados semelhantes ¢ uma etapa a menos de
processamento. A ac¢do bioestimulante do PES ocorre na faixa de 5 a 15% (40 a 120 mg kg™! de
AIA), sendo recomendada a aplicacdo da menor dose pela maior facilidade de preparo, menor
necessidade de mao-de-obra e menores custos de producao.

Além das vantagens econdmicas, o produto ndo ¢ toxico para fibroblastos (NIH/3t3),
enquanto o AIA sintético apresentou toxidez a partir de 120 mg kg™!, e pode ser considerado
ambientalmente sustentavel, tendo em vista o aproveitamento de residuos agroindustriais para

a sua produgao.
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Capitulo 4: Influéncia de Aspergillus niger, produtor de fitases, no desenvolvimento de

Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla

Resumo

A deficiéncia de fosforo € um problema recorrente nos solos tropicais e subtropicais. As fitases
podem solucionar este problema de forma sustentavel, degradando o fosfato na forma organica
e liberando fosfato na forma inorganica, disponivel para a absorcao radicular. As fitases podem
ser produzidas de forma exdgena por fungos do género Aspergillus e incrementar o crescimento
e a nutricdo vegetal. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da inoculacdo de A.
niger cultivado por fermentacdo em estado sélido em farelo de trigo no desenvolvimento de
mudas de Eucalyptus grandis x E. urophylla. O produto foi misturado, nas formas solida e
liquida ao substrato Carolina I® nas doses 85, 170, 255 e 340 U de fitase por kg™!' de substrato.
O plantio das estacas foi realizado nos substratos tratatados e no controle. Foram realizadas
avaliacdes de sobrevivéncia apds 30 dias, determinados a porcentagem de enraizamento,
comprimento da parte aérea e das raizes e as massas fresca e seca das raizes 40 dias p6és-plantio,
e apds 5 meses, determinados o comprimento da parte aérea, didmetro médio do colo, a massa
seca total, a intensidade de coloragdo verde das folhas e o nimero de folhas por planta. A
inoculacdo de fitases de A. niger, na maioria das varidveis, ndo alterou ou atuou prejudicando
o desenvolvimento de Eucalyptus grandis x E. urophylla. Os tratamentos na forma liquida
exerceram maior efeito prejudicial. Assim, nossos resultados indicam que, nas condig¢des
testadas, o micro-organismo produziu metabolitos fitotoxicos, causando danos as células
vegetais. Em estudos futuros, sugerimos que a fitase produzida por 4. niger seja testada em

Eucalyptus grandis x E. urophylla na forma purificada.

Palavras-chave: fitases, fermentagao em estado solido, fosforo, fitato.
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1. Introdugado

O Eucalyptus ¢ o género florestal mais plantado no Brasil, ocupando 5,6 milhdes de
hectares, 73% do total da area de arvores plantadas. A produtividade média das florestas lidera
o ranking global, atingindo 35,7 m*ha ao ano (IBA, 2017). Para o estabelecimento das
populacdes de Eucalyptus, nas fases iniciais de desenvolvimento e no primeiro ano pos-plantio,
ha grande necessidade de fosforo (P) (FERNANDEZ et al., 2000). No entanto, a deficiéncia de
fosforo (P) ¢ considerada o fator mais limitante na producao de culturas vegetais, em geral,
especialmente nas regides tropicais e subtropicais (RAMAEKERS et al., 2010).

A fixagdo de fosfato na fase solida do solo ¢ considerada importante para a
disponibilidade do macronutriente e, frequentemente, atribuida a forte ligagdo de anions
ortofosfato. No entanto, a fixagao e subsequente imobilizagao de fitato e acido fitico no solo ¢
muitas vezes mais frequente do que a dos anions de ortofosfato, tornando o fitato, forma
indisponivel para absor¢do radicular, a principal forma de P no solo (GERKE, 2015).

Para atender a demanda da agricultura, fertilizantes convencionais com base de P sao
usados, e quando em excesso, t€m o potencial de causar a polui¢ao de dgua, eutrofizacdo da via
fluvial, diminuigao da fertilidade do solo e acumulagado de elementos toxicos, como selénio (Se)
e arsénico (As) no solo (ALORI et al., 2017). Assim, a utilizacdo de biofertilizantes que
promovam o incremento de P ¢ promissora do ponto de vista ecoldgico, possibilitando a
substituicdo dos produtos quimicos pelos bioldgicos e solucionando os problemas de
infertilidade dos solos (BABALOLA & GLICK, 2012).

A fun¢ao de biofertilizante pode ser exercida pelas enzimas fitases (EC 3.1.3.8). Essas
enzimas correspondem a um sub grupos das fosfatases que contribuem para a disponibilizagao
de P, iniciando a desfosforilagdo gradual do acido fitico (ou fitato, quando em forma de sal)
para libertar fosforo inorganico (HIGGINS & CRITTENDEN, 2015). As fitases vém sendo
foco de pesquisas nas ultimas duas décadas, devido as aplicagdes na nutricdo, prote¢ao
ambiental e saide humana (LEI et al., 2007).

Todos organismos, incluindo plantas, produzem fitases para func¢des intra e intercelulares,
porém, os fungos geralmente produzem maiores quantidades da enzima e entre os géneros
fingicos, o Aspergillus ¢ relatado como capaz de produzir quantidades extracelulares
significativas (HUNG & LEE RUTGERS, 2016). Por outro lado, a aplicagdo comercial e

manutengdo de tratamentos fungicos com propriedades especificas podem ser dificultadas
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devido a natureza diversa e adaptativa do crescimento. Pequenas diferencas nas condi¢des do
ambiente e do solo podem modificar drasticamente os processos metabdlicos do fungo de uma
area para outra, tornando essas aplicagoes imprevisiveis (HUNG & LEE RUTGERS, 2016).

Entre as espécies de Aspergillus produtoras de fitase, a inoculacdo de Aspergillus niger,
cultivado por fermentacao liquida, vém sendo relatada como eficiente para aumentar a absor¢ao
de P em espécies vegetais (GUJAR et al., 2013; MENDES et al., 2017), porém, até o momento
ndo ha relatos sobre a inoculagdo de A4. niger, cultivado por fermentacdo em estado so6lido
(FES), como biofertilizante.

A FES ¢ uma técnica de cultivo microbiano que possui como vantagem a utiliza¢do de
residuos agro-industriais e subprodutos como substratos para o crescimento de micro-
organismos, contribuindo para solucionar descartes excedentes e reduzindo problemas de
poluicao (SINGH NEE NIGAM; PANDEY, 2009). Além das vantagens ambientais, a producao
de fitases por FES ndo necessita de grandes investimentos, resultando num produto final de
baixo custo, o que difere das fitases comerciais que possuem alto valor (REDDY; KIM; KAUL,
2017).

Entre os substratos utilizados na FES para produgao de fitase, o farelo de trigo apresenta
os resultados mais promissores (GULL et al.,, 2013), o que pode ser justificado pelas
quantidades significativas de fitato presentes neste residuo (DOST & TOKUL, 2006). Assim,
autilizagdo do farelo de trigo no processo fermentativo pode proporcionar, além do crescimento
fingico, a liberagao P adicional na presenca das fitases.

Dessa forma, este trabalho objetivou avaliar, pela primeira vez, a agdo do micro-
organismo Aspergillus niger 01 cultivado por fermentacao em estado solido em farelo de trigo,
com alta produtividade de fitase, no desenvolvimento de mudas de Eucalyptus grandis x E.

urophylla.
2. Materiais e métodos
2.1.Preparagao do inoculo
O micro-organismo Aspergillus niger 01 (CBMAI 2084) cultivado por 120 h a 30°C em

farelo de trigo, foi confirmado como produtor de aproximadamente 1000 U mL! de fitase, a

unidade de fitase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar um umol de
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p-nitrofenol por minuto de reagdo. As condi¢des de cultivo foram replicadas em maior escala
para a inoculacdo em Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla (clone IPB2).

A producao consistiu no cultivo do micro-organismo em slants com meio potato dextrose
agar (PDA) por 96 h a 30°C. Apods o crescimento, o contetido do s/ant foi suspenso em 6 mL
de 4gua, cuja suspensio foi ajustada a 107 de esporos mL™! e 4 mL foram utilizados para inocular
o meio de cultivo. O meio utilizado para a FES foi composto de 50% de farelo de trigo e 50%
de 4gua destilada (m/m). Os substratos (20 g) foram inoculados em frascos Erlenmeyer (500
mL) e incubados a 30°C por 120 h.

Ap6s este periodo, foram preparados dois tipos de tratamentos para a aplicagao as plantas,
na forma sdlida e na forma liquida. A forma sélida (S) consistiu no produto resultante da
fermentagdo contendo residuo e micro-organismo. J4 para a preparacao da forma liquida (L)
foram adicionados 100 mL de agua destilada aos frascos e o conteido homogeneizado por

agitacdo manual e filtrado em duas camadas de gaze de algodao.

2.2.Implantagdo do experimento

Ambas formas de aplicagdo foram misturadas ao substrato Carolina I® (turfa Sphagnum,
casca de arroz torrefada e vermiculita) com auxilio de betoneira e ajustadas para as doses 85,
170, 255 e 340 U de fitase por kg™ de substrato. Para o controle foi utilizado apenas o susbtrato
comercial. Os substratos foram depositados em tubetes plasticos de 55 m? e umedecidos com o
auxilio de nebulizadores.

O experimento foi conduzido no viveiro pertencente a empresa Avam Flora, localizado no
municipio de Aguas de Santa Barbara-SP nas coordenadas, 22°52°50°* S e 49° 14°20°" O.
Estacas caulinares, de 3 a 6 cm de comprimento ¢ 1,5 a 2,5 mm de diametro do clone de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla (clone IPB2 da ArborGen) foram plantadas nos
substratos tratados e no controle.

O experimento foi instalado em delineamento experimental inteiramente casualizado em
arranjo fatorial diferenciado 2 x 4, sendo duas formas de aplicagdo (sélida e liquida) e quatro
doses (85, 170, 255 e 340 U kg™!' de substrato) mais o controle. Cada unidade experimental
correspondeu a 88 mudas do clone I[PB2.

As bandejas contendo os tubetes foram levadas a casa de vegetacdo, onde permaneceram

por 30 dias. Apos este periodo, as estacas permaneceram 10 dias em casa de sombra para
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aclimatacdo e foram transferidas para a area a pleno sol por mais 4 meses e meio, totalizando 5
meses de experimento. O manejo hidrico foi realizado de acordo com a necessidade de

irrigacdo, observando a saturacao de agua do substrato.

2.3.Avaliagdes morfologicas

A avaliagao da porcentagem de sobrevivéncia foi realizada na transi¢ao da casa de
vegetacao para a casa de sombra, apos 30 dias de experimento. Apds os 40 dias de experimento
foram coletadas 15 mudas centrais de cada unidade experimental para a realizacdo das
avaliacdes destrutivas. As plantas foram seccionadas na interface entre raiz e parte aérea e
foram determinados, imediatamente apds o corte, a porcentagem de enraizamento € o
comprimento médio das raizes com auxilio de fita métrica e massa fresca média radicular com
auxilio de balanga analitica. Tais avaliagdes foram propostas neste periodo, a fim de verificar
as condi¢des do sistema radicular recém-formado.

O experimento foi transferido para area a pleno sol e conduzido até totalizar 5 meses,
quando foi realizada nova avaliacdo destrutiva em mais 15 plantas e determinados o
comprimento médio da parte aérea com auxilio de fita métrica, didmetro médio do colo com
auxilio de paquimetro, a massa seca média total com auxilio de balanga analitica, a intensidade
de coloracao verde das folhas com auxilio do clorofildmetro SPAD e a contagem do numero de

folhas por planta.

2.4.Analise estatistica

Os dados foram submetidos a Anélise de Variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelos testes de Dunnett (p < 0,05), a fim de comparar as médias dos tratamentos com o grupo
controle. As médias dos fatores (formas de aplicagdo e doses), bem como sua interagdo, foram
comparadas pelo teste de Scott Knott (p < 0,05). As andlises foram realizadas no software

Assistat 7.7.
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3. Resultados

Os tratamentos proporcionaram modificagdes morfologicas em relagdo ao controle
(Tabelas 1 e 2). Em relagdo as avaliacdes realizadas no meio do ciclo de producdo, houve
reducio da massa fresca radicular pela a¢io do tratamento com 255 U kg'! de S e por todas as
doses de L em relacdo ao controle. Nao houve diferencas para as porcentagens de sobrevivéncia

e enraizamento e para o comprimento médio das raizes (Tabela 1).

Tabela 1. Sobrevivéncia (%), 30 dias apds a implantacdo do experimento, enraizamento (%),
comprimento médio das raizes (cm) e massa fresca méda radicular (mg), 40 dias poés-plantio,
nos tratamentos com aplicagao dos compostos solido (S) e liquido (L), nas doses 85, 170, 255
e 340 U de fitase por kg de substrato.

Dose  Forma de | Sobrevivéncia | Enraizamento | Comprimento | Massa fresca
(Ukg") aplicagdo (%) (%) das raizes (cm) | radicular (mg)
Controle 93,94 £ 0,66 | 62,22+ 13,88 | 6,66+1,22 14,05 + 1,99

85 S 90,91 £4,10 | 75,56 + 13,88 8,14 £4,50 11,87 + 3,41
170 S 90,91+ 1,14 | 66,67+ 11,55 6,06 £ 1,25 12,86 + 4,71
255 S 91,67+2,37 | 57,78+ 10,18 | 5,03 +£0,49 8,00 £ 1,59*
340 S 83,71+£4,59 | 71,11 +3.,85 6,58 + 3,09 12,73 + 3,49
85 L 85,98 £8,68 | 37,74+ 3,82 2,93+ 1,67 4,05+0,78*
170 L 93,94+ 1,74 | 40,00+ 13,33 | 4,60+1,77 6,21 £ 1,65*
255 L 97,35+ 1,31 | 53,33+6,67 2,09 £ 0,80 3,09 £ 0,93*
340 L 96,59 +1,14 | 37,78+ 10,18 | 2,69=+1,41 3,26 +£0,51*

*Médias estatisticamente diferentes do controle pelo Teste de Dunnett (p < 0,05).

Para as avaliagdes ao fim do experimento, as alteragdes morfologicas foram mais
evidentes (Tabela 2). O tratamento com 85 U kg de S, quando comparado ao controle,
aumentou comprimento da parte aérea e a intensidade de coloracdo verde das plantas, porém,
também provocou a reducdo da massa seca total e do numero de folhas das plantas. Os
tratamentos com 170 e 255 U kg de S incrementaram o didmetro do colo e o SPAD do clone
IBP2 em relagiio ao controle. Porém, o tratamento com 170 U kg™! também promoveu a reducio
da massa seca total e do nimero de folhas; enquanto o tratamento com 255 U kg! ndio alterou
a massa seca total e aumentou o nimero de folhas em relagdo ao controle. A maior dosagem de
S (340 U kg™!) atuou reduzindo a massa seca total aumentando o indice de coloragio verde das

plantas e mantendo os demais fatores inalterados em relagdo ao controle.
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Com exceg¢do do indice de coloragdo verde, que foi incrementado, todos os tratamentos
com L mantiveram inalteradas ou prejudicaram as varidveis relativas ao desenvolvimento
vegetal (Tabela 2). Houve redugao no comprimento da parte aérea em razao dos tratamentos
com 85, 170 e 255 U kg'!, reduciio da massa seca total para todas as doses aplicadas e reducio

do ntimero de folhas com o tratamento de 255 U kg™'.

Tabela 2. Comprimento médio da parte aérea (cm), diametro médio do colo (mm), massa seca
total (parte aérea e sistema radicular) (g), intensidade de cor verde (SPAD) e nimero de folhas,
5 meses pos-plantio, nos tratamentos com aplicacdo dos compostos so6lido (S) e liquido (L), nas

doses 85, 170, 255 e 340 U de fitase por kg de substrato.

Dose Formade | Comprimento | Didmetro do| Massa seca
(Ukg™") aplicagdo | parte :érea (cm) | colo (mm) total (g) SPAD N? de folhas
Controle 24,27 + 0,60 392+0,12 | 6,97+042 | 41,87+1,70 | 51,00=+7,00
85 S 27,34 +1,20*% | 3,98+0,17 |5,19+0,35*| 56,43 +£7,20* |42,67+5,00*
170 S 2547+1,00 |4,20+£0,14*|6,15+0,37*| 68,11 +3,30% |43,40+4,00*
255 S 24,67+ 1,50 [4,31+£0,15%| 6,95+0,68 | 6531 +3,20% |57,27+3,00*
340 S 25,10+ 0,90 4,04+0,15 | 6,07+ 1,30*% | 62,65+ 1,30*% | 49,87 + 4,00
85 L 20,20 +£2,30* | 3,79+0,32 |5,19+0,96* | 61,34+ 10,50* | 52,33 +£9,00
170 L 21,44 +£0,80* | 3,76 +0,22 | 4,87 £0,98*| 58,09 +5,70* | 50,33 £5,00
255 L 21,26 +£1,30*% | 3,75+0,20 | 5,26 £0,71* | 54,13 £ 10,30* | 43,07 = 7,00*
340 L 24,23 £ 1,00 3,76 £ 0,17 | 6,03+0,77* | 62,33 £1,50* | 47,40+ 5,00

*M¢édias estatisticamente diferentes do controle pelo Teste de Dunnett (p < 0,05).

Houve interacdo entre as doses e formas de aplicagdo para as varidveis sobrevivéncia,
comprimento da parte aérea, didmetro do colo, massa seca total, indice de coloracdo verde e
numero de folhas (Tabela 3) e respostas diversas as doses aplicadas em cada uma das variaveis.

A porcentagem de sobrevivéncia de E. grandis x E urophylla foi reduzida pela aplicacao
da menor dose de L (85 U kg'!) e pela maior dose de S (340 U kg!), os demais tratamentos niio
apresentaram diferencas entre si. Ja para a massa seca total, as doses intermediarias causaram
as maiores modifica¢des, a variavel foi reduzida com as doses 170 e 255 U kg! de L em
comparacgdo com S e a dose 255 U kg™ de S e a dose 340 U kg'!' de L produziram as maiores
massas secas.

A menor dose de S resultou em maior comprimento da parte aérea, ja nos tratamentos
com L, a menor dose promoveu a maior redu¢do no comprimento da parte aérea, enquanto a
maior dose induziu o maior comprimento. Houve reducdo do comprimento da parte aérea

quando aplicadas 85, 170 e 255 U kg™!' de L quando comparados a S.
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Tabela 3. Respostas da interagdo entre as formas de aplicagdo, solida (S) e liquida (L) e as doses
de fitase produzida por 4. niger (85, 170, 255 e 340 U de fitase por kg!' de substrato) na
sobrevivéncia (%), 30 dias pos-platio, comprimento da parte aérea (cm), didmetro do colo (cm),
massa seca total (g), intensidade de cor verde (SPAD) e numero de folhas, 5 meses pos-plantio.

Sobrevivéncia (%) Comp. da parte aérea (cm) Diametro do colo (mm)
Forma de aplicagdo
Dose (U kg™) S L S L S L
85 90,91 aA 85,98 bA 27,37 aA 20,20 cB 3,98 bA 3,79 aB
170 90,91 aA 93,94 aA 25,47 bA 21,44 bB 4,20 aA 3,76 aB
255 91,67aA  97,35aA 24,67 bA 21,26 bB 431 aA 3,75 aB
340 83,71 aB 96,59 aA 25,10 bA 24,23 aA 4,04 bA 3,76 aB
Massa seca total (g) SPAD N° de folhas
Dose (U kg™) S L S L S L
85 5,19 cA 5,19 bA 56,43 bB 61,34aA | 42,67cB 52,33 aA
170 6,15 bA 4,87 bB 68,11 aA 58,09bB | 43,40cB 50,33 aA
255 6,95 aA 5,26 bB 65,31 aA 54,13bB | 57,27aA  43,07bB
340 6,07 bA 6,03 aA 62,65 aA 62,33 aA | 49,87 bA 47,40 bA

Letras minusculas comparam médias entre colunas. Letras mailisculas comparam médias entre linhas. Médias
seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott Knott (p < 0,05).

Houve aumento do diametro do colo das mudas pela aplicacdo das doses intermedidrias,
170 e 255 U kg! de S, em relagdo as demais doses e diminuicdo pela aplicagio de L em
comparacao com o S em todas as doses do produto.

O indice de cor verde, determinado pelo clorofilometro SPAD, foi aumentado nas doses
de 170 a 340 U kg! em relagdo a menor dose de S; enquanto para L, os menores indices
ocorreram nas doses 170 e 255 U kg™!'. A aplicagio de S reduziu o SPAD em relagio a L na
dose 85 U kg'! e o oposto ocorreu para as doses 170 e 255 U kg!. Para dose 340 U kg! nfo
houve diferenca entre as formas de aplicacao.

Os maiores nimeros de folhas ocorreram com a aplicagdo de 255 Ukg' de Se 85¢e 170
U kg de L. A aplicagdo de S reduziu o numero de folhas em relagdio a L na dose 85 ¢ 170 U
kg!, e o oposto ocorreu para 255 U kg!. Para dose 340 U kg™! ndo houve diferencga entre as
formas de aplicagao.

Nao houve interacdo entre os fatores doses e formas de aplicacdo na porcentagem de
enraizamento, comprimento médio das raizes e massa fresca radicular, no entanto, a forma de
aplicacdo foi significativa para as trés varidveis. Em todos os casos, o desenvolvimento das

mudas foi prejudicado pelo tratamento com L em relagao a S (Figura 1).
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Figura 1. Efeito das formas de aplicacdo do produto, sélido e liquido, na porcentagem de
enraizamento (A), no comprimento médio das raizes (B) e na massa fresca média radicular (C),
40 dias ap0s a aplicagdo dos tratamentos.

Me¢dias comparadas pelo teste de Scott Knott (p < 0,05).

4. Discussio

Os efeitos da aplicacao de 4. niger em Eucalyptus grandis x E. urophylla (clone IPB2),
ao contrario do esperado, resultaram em poucas alteragdes positivas relacionadas ao
desenvolvimento vegetal, opostamente a outros estudos em que a atividade das fitases de
origem microbiana tem contribuido para melhorar o desenvolvimento de diversas espécies.

A espécie fungica ndo patogénica Candida tropicalis (NCIM 3321) foi relatada como
capaz de produzir fitase extracelular e estimular o crescimento vegetal, aumentando o P
disponivel no solo (PUPPALA et al., 2018). Dez isolados de Trichoderma derivados da

rizosfera de A. marina foram testados quanto a sua capacidade in vitro de solubilizagdo de
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fosfato utilizando Cas (POs), como fosfato insoluvel, todos os isolados foram capazes de
solubilizar o fosfato, demonstrando o potencial do género fungico em aumentar a fertilidade do
solo e o crescimento vegetal em zonas de mangue (SARAVANAKUMAR; ARASU;
KATHIRESAN, 2013). Em milho, a agdo de fitases produzidas por B. amyloliquefaciens
FZB45 quebraram as ligacdes organicas, solubilizando fosfatos, e, assim, auxiliando o
crescimento das plantulas (IDRISS et al., 2002).

A utilizagdo de Aspergillus niger diretamente nas culturas vegetais e para a transformacao
de plantas também promoveu resultados satisfatorios para aumentar a absor¢do vegetal de
fosforo em estudos anteriores. A aplicagdo de Aspergillus niger produzido por fermentagao
liquida promoveu o crescimento e a absorcao de P de Trifollium repens (MENDES et al., 2017).
Em condig¢des controladas, a co-inoculagdo de 4. niger e Trichoderma harzianum contribuiram
para o crescimento de grao-de-bico (Cicer arietinum) incluindo alteracdes nos comprimentos
da parte aérea e das raizes e nas massas secas da parte aérea e das raizes (YADAV; VERMA;
TIWARI, 2011). Plantas de Arabidopsis thaliana geneticamente modificadas por Aspergillus
niger (com expressdao de genes de fitase extracelular) absorveram 16 vezes mais fosforo de
meios estéreis em relacao ao controle (RICHARDSON et al., 2001). Em milho com expressao
de fitase extracelular de Aspergillus niger e ferritina de soja foi relatada maior absor¢do tanto
de fosforo quanto de ferro (DRAKAKAKI et al., 2005).

Apesar dos efeitos positivos em outros estudos, a inoculagdo ou tratamentos fingicos
podem apresentar algumas dificuldades e culminar em efeitos indesejaveis. Esses efeitos
adversos podem ocorrer devido a natureza diversa e a adaptativa do crescimento fingico a
diferentes ambientes, alterando os processos metabdlicos do fungo e tornando as aplicagdes
microbianas imprevisiveis (HUNG & LEE RUTGERS, 2016).

Em nosso trabalho, esses efeitos adversos foram relatados. Na maioria das variaveis nao
houve diferenga entre os tratamentos ou o desenvolvimento vegetal foi prejudicado com relagao
ao controle. Os efeitos prejudiciais ocorreram com maior intensidade nos tratamentos com L,
em que a forma de aplicagdo favorece o rapido fornecimento dos metabolitos disponiveis.

O Aspergillus niger ¢ um dos micro-organismos com maior importancia na biotecnologia,
com uso ha muitas décadas na producao de enzimas extracelulares e acido citrico na industria
de alimentos e considerado GRAS (geralmente reconhecido com seguro) pela United States

Food and Drug Administration. No entanto, as cepas de 4. niger podem produzir mais uma
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série de metabolitos secundarios, entre eles micotoxinas como as malforminas, terreina e
ocratoxina A (OTA) (SCHUSTER et al., 2002).

A ocratoxina A ¢ uma toxina nefrotoxica, hepatotdxica, teratogénica, imunotoxica e
fitotoxica. Em testes fisioldgicos, protedmicos e transcricionais em folhas Arabdopsis thaliana
infectadas por Aspergillus ochraceus 3,4412, um alto produtor de OTA, foram descritos
diminui¢cdo da concentracdo de clorofila, acimulo de espécies reativas de oxigénio, maior
expressao de genes de defesa e supressiao das vias metabodlicas primarias, sugerindo a
possibilidade de danos estruturais e disfungdo das mitocondrias (HAO et al., 2015). As
malforminas, familia de produtos metabodlicos de 4. niger, induziram curvatura das raizes em
milho e a malformacao de feijdo (CURTIS, 1958). A producdo de terreina por A. ferreus foi
altamente induzida pelo meio de cultivo, exercendo atividade fitotoxica no crescimemento
vegetal de beterraba e lesdes na superficie dos frutos de banana e pera (ZAEHLE et al., 2014).
Assim, nossos resultados sugerem que o metabolismo micro-organismo foi modificado nas
condi¢des de cultivo, produzindo metabolitos fitotoéxicos e prejudicando o desenvolvimento de
Eucalyptu grandis x E. urophylla.

Os problemas ocasionados pelos metabolitos fitotoxicos podem ser solucionados pela
purificagcdo enzimatica, por esse processo hd a remog¢ao de metabolitos de efeitos adversos e a
otimiza¢do da utilizacdo enzimatica, resultando em um processo mais especifico. No entanto,
extratos enzimaticos purificados tendem a ser mais onerosos em relagdo aos brutos,

encarecendo o processo produtivo.

5. Conclusio

Os efeitos da alta produtividade de fitase por Aspergillus niger cultivado em farelo de
trigo, em geral, ndo ocasionou incrementos no desenvolvimento de Eucalyptus grandis x E.
urophylla. O desenvolvimento vegetal foi prejudicado, principalmente, nos tratamentos com o
composto liquido, sugerindo que o metabolismo fingico, nas condi¢des testadas, produziu
metabolitos fitotdxicos, causando danos as células vegetais. Assim, devido aos efeitos adversos
causados pela inoculagdo fungica, sugerimos que a fitase produzida por 4. niger 01 seja testada

em Eucalyptus grandis x E. urophylla em menores doses e na forma purificada.
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Atividades complementares: periodo sanduiche na Universidade Técnica de Dresden (TU

Dresden), de julho a outubro de 2017 com auxilio da bolsa PDSE/CAPES.

Supervisora: Prof* Dr* Jutta Ludwig-Miiller

1. Introdugado

Micro-organismos presentes na rizosfera, benéficos e prejudiciais, podem penetrar o
sistema radicular e outros tecidos vegetais e desencadear modifica¢des a nivel morfologico,
celular e molecular, por modificagdes do equilibrio de fitohormonios (BOIVIN; FONOUNI-
FARDE; FRUGIER, 2016).

O acido indol-3-acético (AIA) ¢ um fitohormonio também produzido por micro-
organismos. A manipula¢do do AIA por micro-organismos pode acontecer de diversas formas:
1 - micro-organismos benéficos podem aumentar a disponibilidade de AIA, estimulando o
crescimento vegetal, provavelmente para beneficio proprio, porém sem causar danos ao
hospedeiro; 2 - a concentragao de auxina pode ser ajustada por micro-organismos de modo que
possam colonizar a planta e explorar a auxina disponivel para beneficio proprio, causando efeito
patogénico e usando a auxina como sinalizador para regular genes de patogenicidade; 3 - a
auxina pode ser usada para aumentar a expressdo de genes necessarios na reacdo de defesa,
assim baixas concentracdes de AIA indicam aumento da susceptibilidade vegetal a colonizagao
de micro-organismos; 4 - a auxina pode gerar facilitar a entrada de patdgenos, também pela alta
produgdo de expansinas, facilitando a penetracdo da parede celular; 5 - O AIA ¢ toxico para
diversos micro-organismos colonizadores, no entanto, altas concentragdes de AIA sdo
inibitorias ao crescimento vegetal, assim pode haver um desequilibrio nos niveis de AIA
vegetal, porém, provavelmente, o desenvolvimento vegetal ndo ¢ afetado por mecanismos de
produgdo de AIA em defesa contra patdgenos. Dentro dessas possibilidades existem muitas
variagoes, que podem ser exploradas pelas plantas para controlar a colonizacdo microbiana

(LUDWIG-MULLER, 2015).
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2. Objetivo

No estagio financiado pela bolsa PDSE (processo 88881.133019/2016-01) o objetivo foi
avaliar a expressao de genes relacionados a produgao de AIA e verificar se houve colonizagao
do micro-organismo em raizes Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla (clone IBP2)
decorrente da inoculacdo do bioestimulante descrito na patente BR 10 2018 007927 1,

produzida durante o doutorado da aluna.

3. Materiais € métodos

Os experimentos foram realizados no Instituto de Botanica pertencente a Universidade
Técnica de Dresden, Dresden, Alemanha. As amostras foram liofilizadas a -60°C por 24h para

serem transportadas para a Alemanha.

3.1.Extracao e quantificagdo de RNA e DNA

Para a extracdo do RNA das raizes foram utilizados os kits RNAzol® RT e NucleoSpin
RNA Plant®. O RNA foi quantificado pelo espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific),
e em seguida foi procedida a eletroforese em gel agarose (1,5 %) com tampao MOPS (3-N-
morfolino 4cido propanosulfonico).

O DNA microbiano foi extraido usando o kit E.Z.N.A.® Fungal DNA e o DNA vegetal
foi extraido usando o kit innuPREP Plant DNA®. Os DNAs foram quantificados pelo

espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific).

3.2.qPCR e sequenciamento

Como gene de referéncia, para o DNA microbiano, foram testados os primers
inespecificos ITS, NS e LS e também delineado um par de primers utilizando as sequéncias do
micro-organismo disponiveis no NCBI (National Center for Biotechnology Information),
processadas pelos softwares Primer3Plus e Geneious®. As sequéncias cruzadas com o banco
disponivel no Blast. Para o primer vegetal foi selecionado o Elongation Factor 1o (EF1a) como

gene de referéncia. Para o PCR em tempo real foi utilizado o qPCRBIO SyGreen Mix (PCR
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Biosystems). O programa do qPCR utilizado foi composto por 95 °C por 2 min; 35 ciclos de
95 °Cpor45°’,50-70°C por 30°* e 72°C por 20°’, com ciclo final de 72 °C por 30”’. A eficiéncia
da qPCR foi avaliada por curva padrao para cada gene com dez pontos de diluicdo, cada um
com trés repeticoes As bandas resultantes dos alinhamento dos primers inespecificos foram

enviadas para sequenciamento.

4. Resultados e discussdo

A extracdo de RNA vegetal obteve maior sucesso com o kit RNAzol® RT em relagdo ao
NucleoSpin RNA Plant®. Para a extracdo de RNA foram testados 10 e 20 mg de raizes. Para a
menor massa, a quantificacdo de RNA nao foi suficiente, sendo recomendada para a extragao
20 mg, as quais resultaram em 75,25 a 89,66 ng pL™! de RNA (Figura 1). Porém, ao realizar a
eletroforese, ndo houve indicio da presenca de RNA (Figura 2), assim, o material foi
considerado degradado, tal quadro provavelmente foi provocado devido ao longo periodo de
transporte e a instabilidade do RNA. Assim sendo, os estudos de expressdao génica foram
impossibilitados.

O par de primers delineado para o DNA  microbiano (5
CTACTGTACCACTGTTGCTTCG3' e 5' CAGAAACAGTGTTCGTGTTGGG 3') e 0 EF1 a
(5" CCTGTCCTTGATTGTCACACTTCC3' e 5 CCATTCCAGCATCACCGTTCTTC3")
foram testados em ambos DNAs (microbiano e vegetal) a fim de verificar a especificidade dos
primers. O primer EF1 ligou-se apenas ao DNA vegetal, no entanto, o primer microbiano ligou-
se tanto a0 DNA microbiano quanto ao DNA vegetal (Figura 1). Assim, o par de primers

delineado para o micro-organismo foi considerado inadequado para a continuidade do estudo.
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Figura 1. Extracdo de RNA de Eucalyptus grandis x E. urophylla (IPB2) (10 e 20 mg),
utilizando o kit RNAzol® RT.

Figura 2. Corrida de quatro amostras de RNA vegetal extraido conforme as instru¢des do kit
RNAzol® RT em gel de agarose (1,5%) com tampao MOPS (3-N-morfolino 4acido

propanosulfonico).
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Figura 3. DNA vegetal testado com EF1 (1-1), DNA vegetal testado com o primer delineado
para o micro-organismo (1-2), DNA microbiano testado com EF1 (2-1) e DNA microbiano
testado com o primer delineado para o micro-organismo (2-2) nas temperaturas de anelamento
de 62 e 64°C.

O par de primers da regido ITS foi o unico, entre os primers inespecificos, que se ligou
ao DNA microbiano (Figura 2). Assim, os produtos do qPCR foram purificados e enviados para
sequenciamento. Apds o sequenciamento, os pares de primers FI(CTA CTG TAC CAC TGT
TGC TTC G) e R1 (CCT ACA GAG CGG GTG ACA AAG C) e F2 (CCC AAC ACG AAC
ACT GTTTCT G) e R2 (CAG AAA CAG TGT TCG TGT TGG G) foram delineados e deverao

ser utilizados na continuidade do estudo.

Figura 4. DNA cru (crd), controle (¢) e DNA microbiano testado com os primers inespecificos
ITS1 e ITS4 com temperaturas de anelamento de 50-70°C.
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5. Consideragdes finais

O estagio na TU Dresden foi de extrema importancia na formagao académica da aluna,
durante este periodo foi possivel aprender técnicas de biologia molecular e iniciar um novo
trabalho a fim de desvendar o tipo de interacdo exercida pelo micro-organismo descrito pela
patente BR 10 2018 007927 1 com o clone IPB2. Além de estabelecer parceria com forte grupo
de pesquisa na area de fisiologia e biologia molecular de plantas, aprimorar a lingua inglesa e

iniciar os estudos na lingua alema.

6. Referéncias bibliograficas

BOIVIN, S.; FONOUNI-FARDE, C.; FRUGIER, F. How auxin and cytokinin phytohormones
modulate root microbe interactions. Frontiers in Plant Science, v. 7, p. 1-12, 2016.
LUDWIG-MULLER, J. Bacteria and fungi controlling plant growth by manipulating auxin:
Balance between development and defense. Journal of Plant Physiology, v. 172, p. 4-12,
2015.

104



Conclusao 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 agua 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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