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RESUMO

SILVA, Luana Corréa. Caracterizacao in vitro de linhagens de fungos endofiticos de raizes
de cana-de-acucar dos géneros Periconia e Trichoderma. 2022. 104f. Dissertacdo (Mestrado
em Agronomia, Ciéncia do solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, RJ, 2022.

Os fungos endofiticos vivem nos tecidos internos da maioria das espécies de plantas e podem
beneficiar as plantas por meio da nutricdo, tolerancia a estresses e producédo de reguladores de
crescimento. O objetivo desse trabalho foi caracterizar in vitro linhagens de fungos endofiticos
obtidas de raizes de cana-de-acucar, dos géneros Periconia e Trichoderma, quanto sua capacidade
de solubilizar fosfatos, crescer em diferentes condi¢Ges de estresse de metais e vinhaga e de produzir
acido indolacético. Os experimentos contaram com 57 linhagens de Periconia macrospinosa
(Pm) e 60 de Trichoderma spp. (Ts) da Colecdo de Fungos da Embrapa Agrobiologia. O
experimento foi em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 6 repeti¢fes, onde as
linhagens foram os tratamentos. As médias das linhagens foram agrupadas pelo teste de Scott-
Knott a 5%. Nos experimentos de solubilizacdo de fosfato usou-se meio Pikovskaya agar
acrescido de fosfato de céalcio a pH 7,0 e fosfato de aluminio a pH 5,0. Nos demais experimentos
utilizou-se 0 meio extrato de malte-agar (MEA). Nos experimentos de tolerdncia a metais
(cadmio, cobre e zinco) e vinhaca, foram estudados em trés niveis, sendo zero e mais dois niveis
de excesso baseados em literatura e testes prévios de inibicdo com algumas linhagens. No
experimentos de produgdo de &cido indolacético (AlA) utilizou-se MEA liquido sendo as
colbnias separadas por centrifugacdo e o teor de AlA quantificado por espectrofotometria.
Trinta e oito por cento das linhagens de Pm e 19% das linhagens de Ts estudadas apresentaram
capacidade de solubilizar fosfato de célcio, mas apenas a linhagens A358, de Trichoderma
harzianum, foi capaz de solubilizar fosfato de aluminio. As linhagens de Pm A356 e A155 e as
de Ts e as linhagens A169 e A513 foram as mais eficientes em solubilizar fosfato de célcio. No
nivel mais elevado de cadmio as linhagens de Pm que apresentaram o maior indice de tolerancia
(IT) foram A333, A334, A332, A336, A423, A163, A355, A226 e A157 e as de Ts foram A404,
A406 e A229. No nivel mais elevado de cobre, as linhagens de Pm que apresentaram o maior
IT foram A163 e A164 e as de Ts foram A357, A240, A480 e A501. No nivel mais elevado de
zinco, as linhagens de Pm que apresentaram o maior IT foram A163, A158, A161, A162, A373,
A372, A315, A314, A330 e A302 e as de Ts foram A169 e A240. Para o nivel mais elevado de
vinhaga as linhagens de Pm que apresentaram o maior IT foram A316, A158, A317, A314,
A373, A335, A334, A125, A356, A259, A126, A338 e A423 e as de Ts foram A169 e A342.
As linhagens de Pm que produziram maior quantidade de AlA por unidade de massa de micélio
foram A257 e A226 e as de Ts foram A361, A401, A360, A359, A357, A358, A512 e A377.
Tanto as linhagens de Pm, quanto as de Ts apresentaram grande tolerancia ao excesso de
vinhaca sugerindo adaptacdo dos fungos endofiticos de cana-de-agUcar a esse residuo aplicado
as lavouras. As linhagens de Pm apresentam maior tolerdncia aos estresses causados pelo
excesso de metais (cadmio, cobre e zinco) e vinhaca que as linhagens de Ts.

Palavras-chave: Endéfitos Septados Escuros. Solubilizacdo de fosfato. Producdo de auxina.
Toleréncia metalica. Vinhaga.



ABSTRACT

SILVA, Luana Corréa. In vitro characterization of endophytic fungal strains from
sugarcane roots of the genera Periconia and Trichoderma. 2022. 104p. Dissertation (Master
in Agronomy, Soil Science). Institute of Agronomy, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
RJ, 2022.

Endophytic fungi live in the internal tissues of most plant species and can benefit plants through
nutrition, stress tolerance, and production of growth regulators. The objective of this work was
to characterize in vitro strains of endophytic fungi obtained from sugarcane roots, of the genera
Periconia and Trichoderma, regarding their ability to solubilize phosphates, grow under
different conditions of metal and vinasse stress and to produce indole acetic acid. . The
experiments included 57 lines of Periconia macrospinosa (Pm) and 60 of Trichoderma spp. (Ts)
from the Embrapa Agrobiology Fungi Collection. The experiment was in a completely
randomized design (DIC) with 6 replications, where the lines were the treatments. The means
of the lines were grouped by the Scott-Knott test at 5%. In the phosphate solubilization
experiments, Pikovskaya agar medium was used with calcium phosphate at pH 7.0 and
aluminum phosphate at pH 5.0. In the other experiments, the malt-agar extract (MEA) medium
was used. In the experiments of tolerance to metals (cadmium, copper and zinc) and vinasse,
they were studied at three levels, zero and two more levels of excess based on literature and
previous inhibition tests with some strains. In the experiments for the production of indoleacetic
acid (AlA) liquid MEA was used, the colonies were separated by centrifugation and the AIA
content was quantified by spectrophotometry. Thirty-eight percent of the Pm strains and 19%
of the Ts strains studied were able to solubilize calcium phosphate, but only the A358 strain,
from Trichoderma harzianum, was able to solubilize aluminum phosphate. The Pm strains A356
and A155 and the Ts strains and the strains A169 and A513 were the most efficient in
solubilizing calcium phosphate. At the highest level of cadmium, the Pm strains that showed
the highest tolerance index (TI) were A333, A334, A332, A336, A423, A163, A355, A226 and
A157 and those of Ts were A404, A406 and A229. At the highest level of copper, the Pm strains
that presented the highest Tl were A163 and A164 and those of Ts were A357, A240, A480
and A501. At the highest level of zinc, the Pm strains that presented the highest T1 were A163,
A158, A161, A162, A373, A372, A315, A314, A330 and A302 and those of Ts were A169 and
A240. For the highest level of vinasse, the Pm lines that presented the highest T1 were A316,
A158, A317, A314, A373, A335, A334, A125, A356, A259, A126, A338 and A423 and those
of Ts were A169 and A342 . The Pm strains that produced the highest amount of AIA per unit
mass of mycelium were A257 and A226 and those of Ts were A361, A401, A360, A359, A357,
A358, A512 and A377. Both Pm and Ts strains showed great tolerance to excess vinasse,
suggesting adaptation of sugarcane endophytic fungi to this residue applied to crops. Pm strains
show greater tolerance to stresses caused by excess metals (cadmium, copper and zinc) and
vinasse than Ts strains.

Keywords: Dark Septate Endophytes. Phosphate solubilization. Auxin production. Metal
tolerance. Vinasse.
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1 INTRODUCAO

A cultura da cana-de-agucar possui uma elevada importancia econdmica para 0 mundo
e, principalmente, para o Brasil, devido a producdo de diversos derivados, entre 0s mais
comuns, o agucar, alcool e energia. A producdo da cana-de-acUcar é regida por uma politica
nacional que promove uma expansdo sustentavel da cultura, levando em consideracdo os
critérios econémicos, ambientais e sociais das regides. Para 0 aumento sustentavel da
produtividade da cana-de-agucar sdo necessarias estratégias para a conservagdo do solo e seus
atributos, onde tem-se destacado a importancia dos atributos biologicos, que implica na
utilizacdo da complexa microbiota, composta por bactérias, arquéias, protozoarios, fungos,
nematodos e artropodes, tanto internos como externos ao tecido vegetal, em beneficio da
agricultura.

Os microrganismos presentes na rizosfera podem disponibilizar nutrientes essenciais ao
desenvolvimento vegetal, principalmente aqueles que encontram-se em formas né&o
assimilaveis as plantas, mas que depois de metabolizados pelos microrganismos podem se
tornar disponiveis as plantas. Dentre os microrganismos benéficos as plantas pode-se destacar
bactérias e fungos endofitos ou endofiticos, ou seja, que vivem internamente nos tecidos das
plantas, ao menos durante um periodo de seu ciclo de vida. Entre os fungos endofiticos, varios
estdo envolvidos na nutricdo mineral das plantas, atuando principalmente na solubilizacdo de
fosfato (HONG-YUAN et al., 2015; EL-GHANDOUR et al., 2018) e/ou absorcéao de fosforo
(ZHU et al., 2018), aléem daqueles que produzem sider6foros (HAMAYUN et al., 2009),
moléculas similares aos hormonios de crescimento vegetal (HAMAYUN et al.,, 2009;
AZEVEDO, 2014), ou ainda que aumentam a tolerancia a excesso de metais (AZEVEDO,
2014), tendo um efeito de estimulacdo da fitorremediacdo de areas contaminadas (AZEVEDO,
2014).

A cultura da cana-de-acUcar, além de sua importancia econdmica, possui naturalmente
numerosos endofitos fangicos, podendo ser fonte de bioprospeccdo de endofitos promotores do
crescimento e nutricao vegetal, ou aliviadores de estresses, da propria cana-de-aglcar ou de outras
culturas. Linhagens de fungos endofiticos obtidas de raizes de cana-de-acucar podem selecionadas
e utilizadas como inoculante para aumentar a produtividade e sustentabilidade da produgéo da cana
e de outras culturas. Dentro de isolados fungicos endofiticos de raizes de cana-de-agUcar, destacam-
se a presenca dos géneros Periconia, reconhecidamente um género de “Dark Septate Endophytes”
(DSE), e de Trichoderma, reconhecidamente um género de promotores de crescimento e de controle
bioldgico (GRUNIG et al., 2008; MANDYAM; JUMPPONEN, 2015; FORS et al., 2020). Devido
ao grande nimero de linhagens desses géneros obtidas em trabalho de isolamento de raizes de cana-
de-acucar (FORS et al., 2020), antes de testa-las inoculando plantas, faz-se necessario uma
caracterizagdo in vitro prévia das linhagens para ser possivel uma sele¢éo das linhagens de maior
potencial para serem avaliadas como promotoras de crescimento de plantas ou aliviadoras de
estresse, sem que seja necessario testar todas as linhagens junto a uma planta. Logo, o objetivo desse
trabalho foi caracterizar in vitro linhagens de fungos endofiticos obtidas de raizes de cana-de-
acucar, dos géneros Periconia e Trichoderma, quanto sua capacidade de solubilizacéo de fosfatos,
crescimento em diferentes condicOes de estresse e producgdo de acido indolacético.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cana-de-Acucar

A cana € uma planta alogama, da familia Poaceae, pertencente ao género Saccharum,
onde atualmente compreende seis espécies: Saccharum officinarum L.; S. robustum Brandes e
Jeswietex Grassl; S. barberi Jeswiet; S. sinense Roxb; S. espontaneum L. e S. edule Hassk.
(MATSUOKA et al., 1999). As variedades cultivadas atualmente s&o hibridos multiespecificos
dessas seis espécies, comumente designados Saccharum spp. A planta apresenta metabolismo
fotossintético C4 e possui grande potencial de armazenamento de sacarose nos tecidos dos
colmos (RIPOLI; RIPOLI, 2006). A sua estrutura morfolégica compreende um
desenvolvimento em forma de touceira, caule do tipo colmo, produgdo de inflorescéncia,
rizoma e raiz fasciculada tipicas da familia poaceae (SILVA; SILVA, 2012).

A cultura da cana-de-acgUcar possui uma elevada importancia econémica para 0 mundo
e, principalmente, para o Brasil, devido a producdo de diversos derivados, entre 0s mais
comuns, o agucar, alcool e energia elétrica (SILVA, 2013). Segundo dados da CONAB (2021),
o0 Brasil registrou uma area plantada de 8.264.430 ha, uma producao de 568.430.220 toneladas
com uma produtividade de 68,78 t.ha. Na regido Sudeste concentra-se mais de 60% do plantio
de cana, tendo em 2021 uma area plantada de 5.155.690 ha, uma producdo de 356.722.500
toneladas com uma produtividade de 69,19 t.ha™.

O Brasil ocupa a posicdo de maior produtor de cana-de-agucar do mundo, desse modo
a cultura possui uma grande importancia para o agronegocio brasileiro. De acordo com dados
da CONAB (2021), dentre os estados produtores, Sdo Paulo lidera a producéo e area plantada
da cultura, com mais de 50% da producdo nacional. O indice de colheita mecanizada neste
estado saiu de 47,6% na safra 2008/09 para 96,9% na safra 2021/22 (CONAB, 2021). E com
relacdo a area destinada ao setor sucroalcoleiro, depois de Séo Paulo os estados que seguem em
area plantada e producdo sdao Goias, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul. (CONAB, 2021).

Na regido centro-sul do Brasil, o sistema de plantio da cana é realizado de duas
maneiras. Na primeira forma, o cultivo da cana-planta tem duracdo de um ano e meio, € 0
plantio ocorre entre janeiro e marco, sendo que este favorece mais o desenvolvimento da planta.
Na segunda forma, o cultivo da cana-planta dura um ano e acontece o plantio entre os meses de
outubro e novembro. Em algumas regides € possivel o plantio no inverno (abril a setembro), o
que garante ter corte de cana durante o ano todo (ALFONSI et al., 1987; CASAGRANDE,
1991; AGUIAR et al., 2014).

A producdo da cana-de-agucar é regida por uma politica nacional que se norteia em uma
expansao sustentavel da cultura, levando em consideragdo os critérios econdmicos, ambientais
e sociais (MAPA, 2015). Seguindo o critério ambiental, o Decreto-Lei do Estado de S&o Paulo,
n® 42.056/9, dispde sobre a proibicdo da queimada na colheita e adog¢do do corte mecanizado,
no qual resulta em menor custo de cultivo, melhoria na eficiéncia do uso da &gua e,
principalmente, na melhora da conservacdo do solo e preservacdo da fauna e microbiota,
melhorias essas que contribuem acentuadamente para 0 aumento sustentavel da produtividade
(LEAL et al., 2008).

2.2 Microrganismos Endofiticos e Rizosféricos

As plantas terrestres geralmente desenvolvem-se associadas a uma complexa microbiota
tanto interna (enddéfitos ou endofiticos), como externa ao tecido vegetal na parte aérea (filosfera)
e nas raizes (rizosfera). A zona mais préxima as raizes da planta, rizosfera, é considerada um
dos ecossistemas mais complexos e é habitado por bactérias, fungos, oomicetos, nematodos,
protozoarios, algas, virus, arqueias e artropodes (PEIFFER et al., 2013).



Os microrganismos presentes endofiticamente nas raizes e/ou na rizosfera podem
disponibilizar nutrientes essenciais ao desenvolvimento vegetal por solubilizacdo ou absorc¢éo.
No caso de solubilizacao, nutrientes que encontram-se em formas ndo assimilaveis as plantas,
depois de metabolizados pelos microrganismos tornam-se disponiveis e podem ser assimilados
pelas plantas (PEIFFER et al., 2013). A planta pode moldar o microbioma da rizosfera ao seu
favor, selecionando microrganismos com caracteristicas benéficas ao seu crescimento e salde,
através da producéo de exsudados que a raizes liberam e estimulam grupos especificos da biota
do solo (BERENDSEN; PIETERSE; BAKKER, 2012).

2.2.1 Fungos enddfitos

Os fungos endofitos ou endofiticos vivem nos tecidos internos da maioria das espécies
de plantas ja estudadas, ao menos durante um periodo de seu ciclo de vida, sem causar
patogenicidade (HYDE; SOYTONG, 2008). Assim, os fungos endofiticos geralmente estdo
envolvidos na producéo de efeitos benéficos as plantas, e sdo conhecidos por contribuirem no
desenvolvimento das plantas, auxiliando uma melhor adaptacdo as condicGes de estresses
bioticos e abiodticos (CARD et al., 2016; POTSHANGBAM et al., 2017), podendo auxiliar na
fitorremediacdo de areas contaminadas com excesso de metais e outros poluentes (FIGUEIRA
etal., 2001).

Muitos desses fungos endofiticos também estdo envolvidos na nutricdo mineral de
plantas onde atuam na solubilizacéo, absorcéao e quelacdo de nutrientes. Destacam-se 0s papéis
de solubilizacdo e absorcéo de fosforo, além da producéo de sider6foros. Fungos endofitico sdo
ainda relacionados a producdo de varios hormonios de crescimento vegetal, como AlA (acido
indolacético), outras auxinas, giberelinas e etileno (HAMAYUN et al., 2009).

Outro papel dos fungos endofiticos que tem recebido enfoque em literatura esta
relacionado a sua capacidade de proteger a planta contra patdgenos através de estratégias como
competicédo por colonizagdo e nutrientes, produgdo de antibioticos, metabdlitos secundarios de
defesa e a prépria inducdo de resisténcia na planta hospedeira (CLARKE et al., 2006;
OWNLEY et al., 2010). Além da defesa da planta, os metabdlitos secundarios produzidos por
fungos tém aplicagbes farmacéuticas como anticancerigenos, antimicrobianos, anti-
inflamatorio entre outros produtos industriais (TANASOVA; STURLA 2012; PANT et al.
2014).

2.3 Fatores que Afetam a Producdo de Cana-de-Agucar e que Podem Interagir com a
Presenca de Fungos Endofiticos

2.3.1 Uso da vinhaca

Dentro do sistema de producédo etanol de cana-de-agucar, o principal residuo liquido
produzido pelas usinas é a vinhaca, também conhecida por restilo ou vinhoto (RESENDE et al.,
2006). A vinhaca é constituida basicamente por 4gua, minerais inorganicos, solidos organicos
suspensos e poluentes como melanoidina e fendis (EBELING, 2008; BATISTA, 2021).

A vinhaca apresenta uma expressiva demanda quimica e bioquimica por oxigénio, além
de expressar efeito corrosivo devido ao seu pH &cido, que varia de acordo com as condi¢6es de
cultivo e da industria da cana (CORTEZ et al., 2014; UNICA et al., 2016; SADEGHI et al.,
2016). Esses fatores a tornam altamente poluente de mananciais hidricos.

Assim, embora o descarte da vinhaca no solo tenha seu lado prejudicial, € a alternativa
que causa menos impacto ambiental, desde que as aplicages sejam inferiores a 300 m® ha”,
sendo o ideal recomendado de acordo com a analise do solo (MORINI et al., 2017). A vinhaca
tem impactos sob a condutividade hidraulica em solos, onde em solos com textura média a
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aplicacdo da vinhaca pode aumentar essa condutividade hidraulica, porém em solos de textura
argilosa pode ocorrer a diminui¢do da percolacdo de agua no perfil do solo (FONTANETTI,
C.S.; BUENO, O.C., 2017).

Além de ser uma forma de descarte de residuo industrial aceitavel, a aplicacdo da
vinhaca ao solo apresenta beneficios nutricionais como o aporte de matéria organica ao solo e
contribuicdo na reposicdo de cétions nutrientes como K, Ca e Mg (CAIXETA et al., 2011). O
potassio € o nutriente em maior quantidade e relevancia na vinhaca (PRADO et al., 2014). Na
medida em que a vinhaca é aplicada via fertirrigagdo seguindo as recomendagdes de analise do
solo, ela se equipara a uma adubagc&o, pois a aplicacio de 150 m® ha' de vinhaga equivale a
uma adubacio com 61 kg hat de N, 343 kg ha de K e 108 kg ha de Ca (PENATTI, 2013).
Inclusive, o uso da vinhaca pode em certas situacfes substituir a adubacdo mineral da cana-
planta e cana-soca (FRANCO et al., 2008).

A aplicacdo da vinhaca na fertirrigacao deve seguir o volume padrdo com base em uma
andlise quimica do solo e sua quantidade ndo devera exceder o volume recomendado, afinal a
aplicacdo incorreta e excessiva desse residuo pode causar poluicdo ambiental, como o acimulo
de contaminantes e sais no solo, o que torna o ambiente insalubre e o solo salino e instavel
(SOUZA et al., 2015). Na norma técnica 4.231 da Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental (CETESB) do Estado de S&o Paulo, estabelecem-se os limites maximos de volume
aplicado da vinhaca, em média 150 m? ha’. Esses limites sdo baseados na recomendacio de
adubacdo dos solos agricolas, a qual é calculada pela capacidade de troca catiénica (CTC) dos
solos, teores de potassio dos solos e quantidade média de extracdo desse nutriente pela cultura
(CETESB, 2006).

De acordo com a CETESB (2015), para a determinacdo da aplicacdo da vinhaca deve-
se levar em consideracdo a CTC, o teor de K e a necessidade da cultura desse nutriente, onde a
aplicacdo da concentracdo maxima de potassio no solo ndo podera exceder 5% da CTC. Quando
esse limite for atingido, a aplicacdo de vinhaca ficara restrita a reposicdo desse nutriente em
funcéo da extracdo média pela cultura, que no caso da cana ¢é de 185 kg ha* de KO.

A dosagem méaxima de vinhaca a ser aplicada no tratamento de solos agricolas em
cultura de cana-de-agUcar sera determinada pela equagio medida em m? ha'* de vinhaga:

0,05x CTC - ks) x 3744 + 185
Dosagem = L kv)i ] 1)

Onde: 0,05 = 5% da CTC, capacidade de troca cationica, medida em cmol. dm=, dada
pela analise quimica do solo, utilizando metodologia de analise do solo do Instituto Agronémico
- IAC. A constante (ks) é a concentracio de potassio no solo, dado em cmol. dm?, a
profundidade de 0-0,80 m. A constante “3744” é para transformar os resultados da analise de
fertilidade, expressos em cmolc dm ou meq 100 cm, para kg de potassio em um volume de 1
(um) hectare por 0,80 metros de profundidade. E o valor (185) é a massa, em kg, de K>O
extraido pela cultura da cana por hectare. Por fim o (kvi) é a concentracdo de potassio na
vinhaca expressa em kg m= de K20.

No manejo da cana-de-agucar a aplicacdo da vinhaca produzida pelas industrias
sucroalcooleiras provocam diversas alteragcdes nos atributos fisico-quimicos e biolégicos do
solo. As alteracdes na fisica do solo ocorrem de acordo com o tipo de solo, onde a vinhaca pode
funcionar como dispersante ou floculante das particulas, provocando altera¢Ges na estrutura, e
modificando a distribuicdo granulométrica, permeabilidade do solo, plasticidade e densidade
(FONTANETTI; BUENO, 2017).

As alteracOes provocadas pela vinhaga na quimica do solo podem ser verificadas pelo
aumento das seguintes caracteristicas: disponibilidade de alguns nutrientes; potencial redox da
solucdo intersticial; teores de sais; concentracdo de matéria organica; capacidade de troca
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catidnica; capacidade de retencdo de agua; concentracdo de metais toxicos, como cadmio,
chumbo, cobre, cromo e niquel, e concentracdo de amoénia (SANTOS et al, 2009;
FONTANETTI; BUENO, 2017). O uso de forma continua da vinhaga nos mesmos solos pode
resultar na saturagdo de cations, em especial o potassio (JUNQUEIRA et al., 2009; BARBOSA
et al., 2012). Quando ocorre 0 excesso de potassio na solucdo do solo desencadeia um efeito
inibitorio na absorcgdo de calcio e magnésio, e como consequéncia desse desequilibrio catiénico
ocorre 0 aumento da condutividade elétrica e da pressdo osmotica da solugdo do solo, ou
salinizacdo (PRADO, 2008). Dentre essas alteracdes biologicas causadas pela aplicacdo da
vinhaca no solo, destaca-se 0 aumento da comunidade microbiana (CAMARGO, 1954).
Segundo Santos et al. (2009) a populacdo de microrganismos celuloliticos, como fungos,
bactérias e actinomicetos, aumentaram com o emprego da vinhaga na fertirrigacao.

Camargo (1954), em seu estudo da comunidade microbiana do solo tratado com vinhaga,
observou que houve uma predominancia dos fungos Neurospora ssp., Aspergillus ssp.,
Penicillum ssp., Mucor ssp. e Streptomyces ssp., entre outros nao identificados, em relacéo aos
demais componentes da microbiota do solo. Em outro estudo de fertirrigacdo a base de vinhaca,
verificou-se que a dosagem de 200 m?3 ha' foi a que promoveu um maior nimero de unidades
formadoras de colénias (UFCs) de fungos, no qual resultou no aumento da populacgéo de fungos
quando comparado a de bactérias, e esse aumento se deu a partir dos 30 dias de incubacéo, e
com maior numero de UFCs de fungos apds 120 dias (SANTOS et al., 2009).

A aplicacdo da vinhaca estimula visivelmente a populagdo de fungos do solo,
especialmente dos géneros Aspergillus e Penicillium, onde foram observados ap0s a incubacéo,
diferencas significativas entre o tratamento controle e o solo que recebeu a vinhaca (NEVES;
LIMA; LIMA; DOBEREINER, 1983). Esse estudo mostrou também que o numero de
actinomicetos do solo foi reduzido nos primeiros dias de incubagédo, quando comparado ao
controle sem vinhaca. Do mesmo modo, a populacdo de Azospirillum spp. aumentou durante a
incubacéo de solo com vinhaga e consequentemente houve um aumento do potencial de fixacéo
de nitrogénio no solo (SANTOS et al., 2009).

O estimulo da aplicacdo da vinhaca aos fungos € atribuido a adi¢do de matéria organica
complexa e a reducdo do pH do solo. O aumento da populacdo microbiana pela aplicacao da
vinhaca deve-se ao aporte de substrato organico, mas ja foi sugerido também ser pela elevacédo
geral da fertilidade do solo (ALMEIDA, 1953), e também pelo desiquilibrio das comunidades
microbianas do solo (SANTOS et al., 2009).

Cardozo e Araljo (2011), ao estudarem a vinhaca em meio de cultura para multiplicacdo
de Bacilllus subtilis, observaram que a mesma acrescida ao meio de cultura na concentracéo de
25% (onde o Bacillus subtilis cresceu em suspens@o aquosa na concentracao equivalente a 50
m3.ha* de vinhaca se aplicada em campo) promoveu um melhor desempenho do crescimento
de B. subtilis quando comparado com o meio padrdo caldo nutriente sem a vinhaga. Esse
resultado reafirma que a vinhaca é fonte de substrato orgénico para o crescimento microbiano
e pode ser utilizada como parte do meio de cultura para a producdo massal de B. subtilis, pois
contém concentragdes consideraveis de material orgénico e inorgénico soltveis e disponiveis
para o crescimento bacteriano (SHI; ZHU, 2007). A diluicdo da vinhaca no meio é justificada
para abaixar as concentracdes de acidos alifaticos, aldeidos e &lcoois, que sdo toxicos e podem
interferir no desenvolvimento dos microrganismos no meio de cultura (COUALLIER et al.,
2006).

Outros trabalhos usando a vinhaca em meio de cultura demonstraram que existe a
possibilidade de multiplicar microrganismos como as microalgas. Estas responderam bem ao
incremento de doses de vinhaca, entretanto, ao chegar proximo da dose de 50% do meio de
cultura, houve reducgéo da biomassa de microalgas (RAMIREZ et al., 2014). Em experimento
com leveduras constataram que a levedura Rhodotorula mucilaginosa se desenvolve bem em
vinhaca bruta sem diluicdo (CAZETTA et al., 2005).



A vinhaca pode possuir diversas substancias, inclusive residuos do esgoto da area
industrial, os quais podem ter efeito antibiotico, antioxidante e fitotoxico, podem interferir nas
propriedades fisico, quimica e bioldgicas do solo, havendo a necessidade de tratamento desse
residuo antes da aplicagio adequada no ambiente (ESPANA-GAMBOA et al., 2011). Desta
forma, inclusive microrganismos benéficos aos vegetais podem ser influenciados,
particularmente quando a aplicacdo de vinhaga € excessiva, como costuma ocorrer nos
canaviais mais préximos a unidade industrial de processamento da cana-de-agucar.

2.3.2 Excesso de metais potencialmente toxicos

O excesso de metais potencialmente toxicos acumulados no solo podem ser entrave para
a produtividade e também para o estabelecimento de uma flora microbiana benéfica nas raizes.
O aumento dos teores desses metais com potencial poluidor de solos em areas agricolas sdo
resultado da deposicdo da poluicdo atmosférica, uso de fertilizantes, corretivos, agrotoxicos que
os contenham (NUNEZ et al, 1999), 4gua de irrigacdo, mesmo que com pequenas concentracoes
de metais (RAMALHO et al., 1996), adicdo ao solo de residuos organicos (MAZUR, 1997) e
inorganicos (AMARAL SOBRINHO et al., 1999), particularmente os oriundos de industrias ou
areas urbanas.

Como a aplicacdo dos residuos da agroindudstria sucroalcooleira constitui em uma
prética agricola bem generalizada, é comum a adi¢do ao solo de diversos efluentes liquidos,
especialmente vinhaca e dgua residuaria da area industrial, e também rejeitos sélidos, como a
torta de filtro (POLO et al., 1988). Segundo Bolsanello; Vieira (1980), a vinhaca da regiéo de
Campos dos Goitacazes-RJ possuia além da matéria organica, altos teores de Zn, Mn e Cu. Ja
a torta de filtro na regido de Piracicaba-SP possuia elevados teores de Fe, Mn, Zn e Cu (CERRI
etal., 1988).

Com a aplicacdo de todos esses residuos nos solos, com o passar do tempo ocorre a
elevacdo dos teores de elementos metalicos, podendo atingir niveis toxicos (RAMALHO,1996).
Muitos metais sdo essenciais ao metabolismo celular, como € o caso do cobre (Cu), zinco (Zn),
manganés (Mn) e ferro (Fe), onde atuam como co-fatores de diversas enzimas em diversas
reacOes bioquimicas. Os metais nao essenciais para planta como o cadmio (Cd), chumbo (Pb),
mercurio (Hg), prata (Ag) e niquel (Ni) tem propriedades quimicas semelhante aos essenciais e
sdo também absorvidos pelos vegetais e microrganismos. O excesso de metais, essenciais ou
ndo, geralmente é toxico para as plantas e microrganismos, devido sua alta reatividade
(GOLDSBROUGH, 1998).

Entretanto, as plantas e 0s microrganismos geralmente promovem um efeito de
remediacdo da poluicdo de metais que se baseia em mecanismos de tolerancia que podem
reduzir de forma direta ou indireta a acumulag@o de metais no solo (COBBETT et al., 2002). A
biorremediagdo usa microrganismos e plantas para captura e promogdo de tolerancia a
poluentes. A toxicidade por metais nos solos é preocupante devido as plantas e microrganismos
serem 0 mais afetados (GADD, 1990). Contudo esses organismos dispdem de mecanismos
distintos que atuam simultaneamente, a bioacumulacdo e a bio-adsor¢do, que resulta na
remogdo dos metais de uma area (KAPOOR et al., 1995).

Diferentes microrganismos podem ser utilizados para a biorremediacdo, mas os fungos
apresentam uma alta eficiéncia devido ao seu rapido crescimento e multiplicacéo, e por serem
de mais facil manipulacdo e producéo de grande quantidade de enzimas (DHILLON etal., 2012;
ALGHUTHAYMI et al., 2015). O género Trichoderma spp. abrange uma gama de espécies que
realizam a adsorcdo de particulas metalicas como titanio, cobre, zinco, prata, entre outros
(MEYER; MAZARO; SILVA, 2019).

No caso da fitorremediacdo, a cana-de-acucar € uma planta que apresenta uma boa
capacidade fitorremediadora devido suas caracteristicas fisioldgicas e morfoldgicas, como a

6



rusticidade e a alta producdo de biomassa, a qual pode ser retirada do ambiente contaminado.
Além disso, a cana possuir genes que codificam peptideos quelantes de metais, os quais foram
identificados no projeto genoma da cana-de-acucar da SUCEST (FIGUEIRA et al., 2001). O
uso de microrganismos endofiticos benéficos também tolerantes a esses metais pesados pode
auxiliar esse efeito fitorremediador da cana-de-acUcar.

2.3.3 Producdo do regulador de crescimento acido indolacético (AlA)

A interacdo entre fungos endofiticos e planta se baseia na premissa da planta fornecer
ao fungo acesso aos compostos energeticos advindos da fotossintese, e do fungo dentro do seu
processo de colonizacdo do tecido vegetal, interferir na nutricdo e metabolismo da planta,
modificar a sintese proteica, resultando em um processo de adaptacdo e aumento de tolerancia
a condicdes estressantes e de promogéo do crescimento vegetal (OELMULLER et al., 2009;
GILL et al., 2016).

Assim, os fungos endofiticos podem ajudar no processo de adaptacdo e tolerancia a
estresses ambientais, como o hidrico e salinidade (FREIRE et al, 2014), por meio da producao
de reguladores de crescimento, enzimas e compostos diversos, como 0s metabdlitos secundarios
(AZEVEDO, 2014).

Silva (2016) ao estudar diversas espécies endofiticas observou uma boa producéo de
acido indolacético (AlA) e de compostos antifingicos in vitro. A detec¢do de AIA produzido
por plantas e microrganismos pode ser realizada por métodos colorimétricos (DEVAY et al.
1968; LOPER; SCHROTH, 1986). A determinacdo da capacidade de microrganismos
produzirem certos reguladores de crescimento, como AlA, é importante para a identificacdo e
caracterizacdo desses microrganismos, sendo uma boa variavel indicadora do papel fisioldgico
e dos sinais ecologicos emitidos por eles no meio ambiente (SURICO et al., 1984).

Dentre os grupos de microrganismos, as bactérias rizosféricas, ou rizobactérias, em sua
maioria possuem alta capacidade de produzir reguladores de crescimento, como auxinas,
giberelinas, citocitocininas, etileno e acido abscisico (ZAHIR et al., 2003). Em especial, o
género Azospirillum é conhecido por produzir reguladores de crescimento, como giberelinas
(JANZEN et al., 1992), citocininas (TIEN et al., 1979) e auxinas (MASCARUA-EZPARZA et
al., 1988; OMAY et al., 1993).

Entre os fungos, embora essa capacidade seja inferior que das bactérias, eles também
sdo responsaveis pela producdo de reguladores de crescimento, sendo as pesquisas voltadas a
determinacdo especialmente da producéo de AlA. Silva (2016) ao avaliar fungos endofiticos de
clones de guaranazeiro (Paullinia cupana Mart.), obteve um total de 17 isolados produtores de
AlA. Outros fungos, como as espécies Fusarium oxysporum, F. solani, Trichoderma harzianum
e T. asperellum sdo conhecidos pela sintese de AIA em testes in vitro (HOYOS-CARVAJAL
etal., 2009, TSAVKELOVA et al., 2012).

No caso do género Trichoderma, algumas de suas espécies produzem giberelinas e
auxinas como o AIA (HERMOSA et al., 2012), que facilitam o desenvolvimento de raizes
laterais. Portanto, para sua coloniza¢do radicular, o fungo aumenta o crescimento e
desenvolvimento tanto das raizes como da area foliar, e isso permite as plantas uma melhor
absorcéo de nutrientes e, inclusive, suportar estresses abioticos como veranicos (HARMAN et
al., 2004).

Logo, a avaliacdo de reguladores de crescimento produzidos por fungos endofiticos in
vitro possui a vantagem de ser uma avaliagdo rapida da capacidade estimulatoria do crescimento
vegetal desse fungos, permitindo a selecdo de possiveis agentes promotores de crescimento e
biocontrole com maior rapidez (BUBANZ, 2018).



2.3.4 Solubilizacao de fosfatos

Durante a promogcéo da nutri¢do e crescimento das plantas, os microrganismos utilizam
diferentes mecanismos, entre eles, a solubilizacdo de nutrientes como, fosfato, ferro, cobre,
manganés e zinco. (HARMAN et al., 2004; LUCON, 2014).

Entre os nutrientes mais demandados pelas plantas, o fésforo (P) em geral € muito pouco
disponivel para a absorcdo no solo. Mesmo quando aplicado na forma de fertilizante solGvel,
cerca de 80% do P aplicado se torna indisponivel para absorcdo pelas plantas, devido aos
processos de sorcdo (absor¢do e adsorcao), precipitacdo ou imobilizacdo no solo (ROBERTS;
JOHNSTON, 2015; ZHU et al., 2018).

Muitos sdo os microrganismos com capacidade de solubilizar fosfatos que estdo
precipitados ou imobilizados no solo, rizosfera e dentro dos tecidos das plantas (HONG-YUAN
et al., 2015; EL-GHANDOUR et al., 2018). Os microrganismos que solubilizam fosfatos vem
sendo estudados para solubilizar fosfatos complexos in vitro, geralmente pela reducéo no pH
do meio (GYANESHWAR et al., 2002).

Na natureza, os microrganismos solubilizadores de fosfato possuem uma importancia
muito grande no ciclo do P, por participarem dos principais processos que envolvem esse
nutriente no solo, como a dissolucéo e precipitacdo, a sor¢cdo e dessorcdo e a mineralizacao e
imobilizacdo. Desse modo eles atuam como disponibilizadores de fosforo para as plantas
(KUCEY, 1987; CEPEDA et al., 2005; RICHARDSON et al., 2009).

Dentro de uma grande diversidade de microrganismos, os fungos tém recebido destaque
como solubilizadores de fosfato devido possuirem uma maior habilidade de acidificacdo do
meio que as bactérias (NAHAS, 2002). A capacidade de solubilizacdo de fosfatos é associada
a habilidade de producdo de &cidos organicos ou polissacarideos extracelulares pelos
microrganismos (KIM et. al., 1997; OMAR, 1998; SOUCHIE et. al., 2007), assim como a
producdo de enzimas fosfatases, que promovem a hidrélise do fosfato organico, o qual é
convertido para uma forma soltvel de fosfato inorganico (LEITAO et. al., 2010).

Alguns géneros de fungos filamentosos como, Alternaria, Aspergillus, Fusarium,
Helminthosporium, Penicillium, Rhizopus, Sclerotium e Talaromyces tém sido objetos de
estudo frequentes como solubilizadores de fosfato (CHUN- CHAO et al., 2007; PANDEY et
al., 2008; SHARMA et al., 2013; ZHU et al., 2018).

Fungos do género Trichoderma, que atuam na relacdo planta e nutrientes, resultando na
promocdo de crescimento da planta, também tem capacidade de solubilizar fosfatos e
micronutrientes (ALTOMARE et al.,1999; MENDOZA MENDOZA et al., 2018). Segundo
Silva (2014), ao estudar fungos endofiticos solubilizadores de fosfato de célcio e fosfato de
ferro, h& um bom desempenho na solubilizagdo de fosfatos por alguns géneros como
Penicillium, Fusarium, Bionectria e Periconia. Portanto, as linhagens estudadas no presente
trabalho, dos géneros Periconia e Trichoderma, tém potencial solubilizador de fosfato,
justificando suas avaliagcfes neste sentido.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Condicdes Experimentais Gerais a Todos 0s Experimentos
3.1.1 Material bioldgico

Os experimentos in vitro foram realizados com linhagens de fungos endofiticos dos
géneros Periconia e Trichoderma, isoladas de raizes de cana-de-agucar, que fazem parte da
Colecédo de Fungos da Embrapa Agrobiologia (COFMEA) pertencente ao Centro de Recursos
Bioldgicos Johanna Ddébereiner (CRB-JD). A COFMEA possui 57 linhagens do género
Periconia (Tabela 1) e 60 linhagens do género Trichoderma (Tabela 2), totalizando 117
linhagens que foram isoladas e identificadas por Fors (2020).

Tabela 1. Linhagens de Periconia macrospinosa isoladas de raizes de cana-de-agUcar
(Saccharum spp), coletadas em diferentes municipios do estado de Sao Paulo, com o
respectivo clima (Kbéeppen) e bioma do local de coleta. Codigo de cadastro no SISGEN
A86D7CF.

Linhagem Municipio Clima Bioma
Alll Jodo Ramalho Cfa Mata Atlantica
Al13 Quata Cfa Mata Atlantica
Al15 Quata Cfa Mata Atlantica
Al24 Quata Cfa Mata Atlantica
Al125 Quata Cfa Mata Atlantica
Al126 Quata Cfa Mata Atlantica
Al54 Macatuba Cfa Mata Atlantica
A155 Macatuba Cfa Mata Atlantica
A156 Macatuba Cfa Mata Atlantica
Al157 Macatuba Cfa Mata Atlantica
A158 Macatuba Cfa Mata Atlantica
A159 Macatuba Cfa Mata Atlantica
A160 Macatuba Cfa Mata Atlantica
Al61 Macatuba Cfa Mata Atlantica
Al162 Macatuba Cfa Mata Atlantica
A163 Macatuba Cfa Mata Atlantica
Al64 Macatuba Cfa Mata Atlantica
A189 Lencgdis Paulista Cfa Cerrado
A190 Lencgdis Paulista Cfa Cerrado
Al191 Lencgdis Paulista Cfa Cerrado
A224 Piracicaba Cfa Mata Atlantica
A225 Piracicaba Cfa Mata Atlantica
A226 Piracicaba Cfa Mata Atlantica
A235 Pirassununga Cwa Cerrado
A236 Pirassununga Cwa Cerrado
A237 Pirassununga Cwa Cerrado

Continua...



Continuacdo da Tabela 1.

Linhagem Municipio Clima Bioma
A238 Pirassununga Cwa Cerrado
A257 Santa Lucia Cfa Cerrado
A258 Santa Lucia Cfa Cerrado
A259 Santa Lucia Cfa Cerrado
A260 Santa Lucia Cfa Cerrado
A302 Motuca Aw Cerrado
A314 Ribeiréo Preto Aw Cerrado
A315 Ribeiréo Preto Aw Cerrado
A316 Ribeiréo Preto Aw Cerrado
A317 Ribeiréo Preto Aw Cerrado
A318 Ribeiréo Preto Aw Cerrado
A327 Igarapava Aw Cerrado
A328 Igarapava Aw Cerrado
A329 Igarapava Aw Cerrado
A330 Igarapava Aw Cerrado
A331 Igarapava Aw Cerrado
A332 Igarapava Aw Cerrado
A333 Igarapava Aw Cerrado
A334 Igarapava Aw Cerrado
A335 Igarapava Aw Cerrado
A336 Igarapava Aw Cerrado
A337 Igarapava Aw Cerrado
A338 Igarapava Aw Cerrado
A355 Igarapava Aw Cerrado
A356 Igarapava Aw Cerrado
A372 Severinia Aw Mata Atlantica
A373 Severinia Aw Mata Atlantica
A423 Valparaiso Aw Mata Atlantica
A424 Valparaiso Aw Mata Atlantica
A447 Valparaiso Aw Mata Atlantica
A499 Ipaussu Cfa Mata Atlantica

Tabela 2. Linhagens do género Trichoderma isoladas de raizes de cana-de-agucar (Saccharum
spp), coletadas em diferentes municipios do estado de Sao Paulo, com os respectivos clima
(Kbdeppen) e bioma do local de coleta. Codigo de cadastro no SISGEN A86D7CF.

Linhagem Espécie Municipio Clima Bioma
Al35 T.sp.2 Barra Bonita Cfa Mata Atlantica
Al49 T.sp.2 Barra Bonita Cfa Mata Atlantica
Al67 T. hamatum Macatuba Cfa Mata Atlantica
A168 T. hamatum Macatuba Cfa Mata Atlantica
A169 T.sp. 1 Macatuba Cfa Mata Atlantica
A193 T. harzianum Lencois Paulista Cfa Cerrado

Continua...
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Continuacédo da Tabela 2.

Linhagem Espécie Municipio Clima Bioma
A196 T. hamatum Jodo Ramalho Cfa Mata Atlantica
A229 T. hamatum Piracicaba Cfa Mata Atlantica
A240 T. asperellum Pirassununga Cwa Cerrado
A247 T. virens Porto Ferreira Cwa Mata Atlantica
A263 T.sp. 1 Santa Ludcia Cfa Cerrado
A282 T. harzianum Santa Lucia Cfa Cerrado
A306 T. harzianum Motuca Aw Cerrado
A307 T. harzianum Motuca Aw Cerrado
A308 T. harzianum Motuca Aw Cerrado
A319 T. harzianum Ribeirdo Preto Aw Cerrado
A320 T.sp.2 Ribeiréo Preto Aw Cerrado
A341 T. virens Igarapava Aw Cerrado
A342 T.sp. 2 Igarapava Aw Cerrado
A357 T. asperellum Igarapava Aw Cerrado
A358 T. harzianum Igarapava Aw Cerrado
A359 T. harzianum Igarapava Aw Cerrado
A360 T. harzianum Igarapava Aw Cerrado
A361 T.sp.2 Igarapava Aw Cerrado
A377 T. harzianum Severinia Aw Mata Atlantica
A399 T. asperellum Barretos Aw Mata Atlantica
A400 T. harzianum Barretos Aw Mata Atlantica
A401 T. harzianum Barretos Aw Mata Atlantica
A402 T. harzianum Barretos Aw Mata Atlantica
A403 T. harzianum Barretos Aw Mata Atlantica
A404 T. virens Barretos Aw Mata Atlantica
A405 T. virens Barretos Aw Mata Atlantica
A406 T. virens Barretos Aw Mata Atlantica
A407 T. virens Barretos Aw Mata Atlantica
A408 T. virens Barretos Aw Mata Atlantica
A409 T. virens Barretos Aw Mata Atlantica
A410 T. virens Barretos Aw Mata Atlantica
A411 T. virens Barretos Aw Mata Atlantica
A412 T. virens Barretos Aw Mata Atlantica
A426 T. harzianum Valparaiso Aw Mata Atlantica
A458 T. virens Valparaiso Aw Mata Atlantica
A459 T. virens Valparaiso Aw Mata Atlantica
A460 T. virens Valparaiso Aw Mata Atlantica
A461 T. virens Valparaiso Aw Mata Atlantica
A466 T. asperellum  Presidente Epitacio Aw Mata Atlantica
A467 T. asperellum  Presidente Epitacio Aw Mata Atlantica
A468 T. asperellum Presidente Epitacio Aw Mata Atlantica

Continua...
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Continuacédo da Tabela 2.

Linhagem Espécie Municipio Clima Bioma
A480 T. asperellum Presidente Epitacio Aw Mata Atlantica
A481 T. asperellum Presidente Epitacio Aw Mata Atlantica
A482 T. asperellum Presidente Epitacio Aw Mata Atlantica
AA483 T. asperellum Presidente Epitacio Aw Mata Atlantica
A501 T.sp.2 Ipaussu Cfa Mata Atlantica
A508 T. harzianum Ipaussu Cfa Mata Atlantica
A509 T. harzianum Ipaussu Cfa Mata Atlantica
A510 T. harzianum Ipaussu Cfa Mata Atlantica
A511 T. harzianum Ipaussu Cfa Mata Atlantica
A512 T. harzianum Ipaussu Cfa Mata Atlantica
A513 T. harzianum Ipaussu Cfa Mata Atlantica
A514 T. harzianum Ipaussu Cfa Mata Atlantica
A515 T.sp.2 Ipaussu Cfa Mata Atlantica

A partir de colonias preservadas pelo método Castellani na COFMEA, todas as
linhagens de Periconia e Trichoderma foram inicialmente repicadas em meio extrato de malte-
agar (MEA) (Extrato de malte 20 g L; Dextrose 20 g L; Peptona1 g L':; Agar 15g L™ e pH
ajustado para 6,0), e incubadas a 28 °C no escuro.

Entre 3 e 4 dias antes da implantacdo de cada experimento, as linhagens foram
novamente repicadas para seu uso em pleno crescimento nos experimentos. Algumas linhagens
ndo cresceram nessa repicagem pré-experimento e ndo foram inseridas em um ou outro
experimento, conforme listado na Tabela 3.

Tabela 3. Lista de linhagens faltantes nos experimentos conduzidos, por ndo apresentarem
crescimento na repicagem prée-experimento.

Linhagens de

Experimentos Linhagens de Trichoderma

Periconia
Solubilizacdo de fosfato de calcio A460 e A510 Al24 e A329
Solubilizacéo de fosfato de aluminio A466 e A467 —
Toleréncia a excesso de cobre A466 e A467 —

A407, A466 e A467 —
A407, A466 e A467 —

A466 e A467 —
A461, A466 e A467 —

Tolerancia a excesso de cadmio
Tolerancia a excesso de zinco
Tolerancia a excesso de vinhaca
Producdo de acido indolacético

No processo de implantacdo dos experimentos foram retirados discos de micelio com 8
mm de didmetro da borda da colénia de cada linhagem e usados para inocular as parcelas dos
experimentos (Figura 1).
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Figura 1. Placa com meio MEA repicada pré-experimento para retirada de discos de 8 mm da
col6nia fungica para inoculacdo das parcelas do experimento (Na foto é a placa mais
inferior com cor mais escura). A foto mostra a linhagem A308 de Trichoderma harzianum,
cujos os discos de colénia foram retirados e repicados para as placas superiores que
compunham o experimento de solubilizagdo de fosfato de célcio. Autor da foto: SILVA, L.
C. (2021).

3.1.2 Local dos experimentos

Todos os bioensaios foram realizados no Laboratério de Micorrizas da Embrapa
Agrobiologia (-22,760782° -43,680594°, altitude 26 m), no municipio de Seropédica-RJ.

3.1.3 Delineamento dos experimentos

Os experimentos foram sempre conduzidos separadamente dentro dos géneros
Periconia ou Trichoderma, sendo que todos os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado (DIC).

Os experimentos que envolviam testes de estresse ou toxidez, utilizando doses
crescentes de diferentes metais ou vinhaca, foram conduzidos utilizando um arranjo fatorial que
combinava as linhagens fungicas de um dos géneros com trés doses ou niveis de tratamentos
de estresse ou toxidez. Os experimentos que envolviam testes de capacidade de cada linhagem
para solubilizacdo de fosfatos ou produgdo de hormdnios possuiam fator Unico (linhagens
fangicas de um dos géneros).

Todos os experimentos foram conduzidos com 6 repeti¢des, cuja unidade experimental
(parcela) foi uma placa de Petri descartavel utilizando meio sélido ou um tubo Falcon estéril
quando o meio foi liquido.

3.1.4 Analises estatisticas

Os dados de todos os experimentos foram checados quanto a normalidade utilizando o
teste W de Shapiro-Wilk e foram submetidos a analise de variancia seguida da comparacao das
médias pelo teste de Scott Knott 5%, ou por analise de regressao, utilizando o programa Sisvar
5.6 (FERREIRA, 2011).
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3.2 Condicdes Experimentais Especificas por Tipo de Experimento
3.2.1 Experimentos de solubilizacé@o de fosfatos

Os experimentos de solubilizacéo de fosfatos foram feitos em placas Petri utilizando o
meio solido Pikovskaya agar (PVK), que conteve por litro: 0,5 g de extrato de levedura, 10 g
de dextrose, 0,5 g de (NH4)2SO4, 0,2 g de KCI, 0,1 g de MgS0.4.7H20, 0,0001 g de MnSQO4.H20,
0,0001 g de FeSO4.7H20 e 15 g de agar, sendo as fontes de fosforo e célcio supridas pelos
tratamentos de fosfatos. Nos experimentos com fosfato de calcio foram acrescidos ao meio PVK
5 g de Caz(POa4)2 por litro de meio e o pH foi ajustado para 7,0. Nos experimentos com fosfato
de aluminio foram adicionados 3,93 g de AIPO4 e 5,37 g de CaCl; por litro de meio PVK e o
pH foi ajustado para 5,0.

As placas foram incubadas a 28 °C por 3 dias (72 horas). Foram tomadas duas medidas,
transversalmente opostas, do diametro da col6nia e do halo de solubilizagdo (quando presente).
O halo de solubilizacdo foi observado como uma area translicida ao redor da coldnia. Essas
medidas foram mensuradas ap6s 48 horas e 72 horas de crescimento, com o auxilio de um
paquimetro digital (NOPPARAT; JATUPORNPIPAT; RITTIBOON, 2009). A partir das duas
medidas opostas do didametro foi calculado o didmetro médio da colénia e do halo de
solubilizacdo, medidas as quais foram utilizadas para calcular o indice de solubilizacédo (IS) de
cada isolado por meio da formula (PREMONO et al., 1996).

IS = ¢ medio Halo + & médio da coloma
$ medio da Coldonia

)
Onde, ¢ significa “Diametro”.

O indice de solubilizacdo (IS) foi comparado a classificacdo de Berraquero et al. (1976),
a qual classifica-se em 1S<2 cm: baixo indice de solubilizacdo; IS com valores entre 2 cm e 4
cm: médio indice de solubilizacdo e 1S>4 cm: elevado indice de solubilizacao.

a) Isolamento de fungo solubilizador para controle positivo do experimento

Para a conducédo dos experimentos de solubilizacdo de fosfatos havia a necessidade de
um controle positivo conhecidamente solubilizador de fosfatos. Baseados em dados de literatura
foi isolado o fungo Aspergillus niger presente em bulbos de cebola, o qual € frequentemente
relatado ser produtor de acido citrico e solubilizador de fosfatos (BARROSO-NAHAS, 2013;
MENDES et al., 2013; DILENDRA et al.,2014; CHOLKE et al., 2019).

Para isso, foi comprado em supermercado um bulbo de cebola (Allium cepa L.) com
sintomas de mofo preto entre as escamas da tunica externa. O bulbo de cebola foi desinfectado
superficialmente com alcool 70% e, dentro da capela de biosseguranca, foi escamado
delicadamente expondo a presenca do mofo preto (Figura 2A). Em seguida, com auxilio de uma
alca de platina flambada, parte dos conidios da superficie da cebola foram transferidos para o
meio MEA. Quando a coldnia quase cobriu a placa, foram retirados da borda 10 discos do meio
com micélio colocados em um tubo de ensaio com 10 mL de &gua destilada estéril e agitado em
vortex por 20 segundos, em seguida pipetou-se 1 mL desse concentrado e colocou em outro
tubo com 9 mL de &gua destilada estéril formando a diluicdo 10t e assim foi agitado novamente
e retirado 1 mL e passado para outro tubo de 9 mL de &gua destilada formando a diluicdo 1072,
fazendo-se as diluicGes em série até 10°°. De cada diluicdo foram pipetados 100 L e inoculados
por espalhamento com alga de Drigalski em placas contendo MEA, em triplicadas para cada
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diluicdo (Figura 2B). ApOs 24h de crescimento das diluicBes plaqueadas, observou-se
pontuacdes isoladas de crescimento fungico, que foram consideradas colénias monosporicas
(Figura 2C). Essas foram imediatamente repicadas para placas com meio MEA esteéril para
obtencédo de isolados monosporicos do fungo Aspergillus niger. A classificacdo dos isolados
foi confirmada morfologicamente a partir das ldminas para microscopia, e apés a confirmacao,
os isolados foram armazenados em Castellani e depositados na Cole¢édo de Fungos da Embrapa
Agrobiologia (COFMEA). Foram depositadas 12 linhagens de Aspergillus niger na COFMEA
recebendo os codigos de A521-A532. A capacidade de solubilizagdo dessas linhagens foi
testada em meio PVK-fosfato de calcio (Figura 2D) e a linhagem A521 (C1_101) foi escolhida
como testemunha positiva na conducdo dos experimentos de solubilizacdo de fosfatos por
apresentar o maior halo de solubilizacao.
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Figura 2. Aspergillus niger em bulbo de cebola com sintomas de mofo preto (A); Plaqueamento
de diluicdo seriada para isolamento (B); Crescimento de coldnias monosporicas (C);
linhagens monosporicas de Aspergillus niger isoladas e repicadas em meio PVK mostrando
halo de solubilizagdo escuro em torno da col6nia (D); e linhagens isoladas de A. niger:
A521, A522, A523, A524, A525, A526, A527, A528, A529, A530, A531, A532 (E). Autor:
SILVA, L. C. (2021).
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3.2.2 Experimento de tolerancia a excesso de metais

Foram estudadas a tolerancia das linhagens ao excesso de trés metais, cobre, cadmio e
zinco, adicionando doses de CuSOas, CdSO4 e ZnO, respectivamente, ao meio MEA.

Solucdes estoques dos trés reagentes foram preparadas e utilizadas para estabelecer trés
niveis de metais nos meios de cultura. Os niveis foram estabelecidos baseando-se dados de
literatura de limites de tolerancia de fungos a metais e em testes iniciais observando a inibicéo
de crescimento de algumas linhagens de Periconia e Trichoderma. Foram utilizadas as
concentracdes de metais e tempos de conducdo nos experimentos descritas na Tabela 4.

Tabela 4. Experimentos de tolerancia de linhagens de Periconia e Trichoderma ao excesso de
metais, com seus respectivos niveis de metais, doses de regente para induzi-los e tempo de
conducao do experimento.

. .o Tempo de
Experimento Niveis estudados Doses do reagente conducao
Linhagens x Metal mg L* de MEA g L*de MEA Horas
Periconia x Cu 0, 300 e 1000 de Cu 0, 1,178 e 3,929 de CuSQO4.5H,0 120
Trichoderma x Cu 0, 300 e 1000 de Cu 0, 1,178 e 3,929 de CuSQO4.5H,0 48
Periconia x Cd 0, 400 e 500 de Cd 0,0,912 e 1,141 de 3CdS0O4.8H,0 96
TrichodermaxCd 0,200e300de Cd 0, 0,4564 e 0,6846 de 3CdS0,.8H,0 48
Periconia x Zn 0, 400 e 600 de Zn 0, 1,742 e 2,628 de ZnS04.7H,0 96
Trichodermax Zn 0, 300 e 400 de Zn 0, 1,314, 1,742 de ZnSQ4.7H,0 48

O tratamento controle foi composto do nivel 0 de aplicacdo de metais, havendo apenas
a presenca do metal ja presente no meio MEA. O segundo nivel foi acima do limite aceitavel
para solos ou substratos, onde ja se verificava alguma inibicdo de crescimento fungico. O
terceiro nivel foi um nivel ja relatado em literatura ser toxico para fungos ou que as coldnias
apresentavam bastante inibicdo.

Apds o tempo de conducdo dos experimentos, o crescimento das coldnias foi estimado
pela medida do diametro destas tomando-se duas medidas transversalmente opostas com o
auxilio de um paquimetro digital. Por meio destas duas medidas foram estimados o diametro
médio da colbnia e a superficie da colbnia, considerando essa uma elipse. A partir do tempo de
conducéo do experimento e do diametro médio da col6nia, subtraindo-se o diametro inicial do
disco de inoculagédo (8 mm), calculou-se a velocidade de crescimento da col6nia em mm por
dia.

No experimento de cobre, a biomassa fangica foi separada do meio por centrifugacao e
foi determinada. Para isso, ap6s a medida dos diametros das coldnias, essas foram cortadas do
meio e passadas para tubos de vidros com agua e em seguida aquecido em micro-ondas, para
dissolver o meio de cultura. A massa micelial foi separada por centrifugagdo (5000 rpm por 5
minutos) e tomado o peso umido (Fresco) e, apds secagem em estufa a 65°C até obter peso
constante, o peso seco do micélio. Nos demais experimentos néo foi feita essa avaliacdo devido
ser muito laboriosa e o resultado pouco concordante com a avaliagdo do crescimento por medida
do didmetro da coldnia.
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Para o célculo do indice de tolerdncia (IT) ao metal usou-se a seguinte formula
(OLADIPO et al., 2018):

IT = d médio colonia com acréscimo de metal
¢ medio da Coldnia controle 3)

Onde, ¢ significa “Diametro”.

O indice de tolerancia (IT) foi comparado pela classificacdo descrita em Oladipo et al.
(2018) onde, IT entre 0,00-0,39: tolerancia muito baixa ao metal; IT entre 0,40-0,59: baixa
tolerancia ao metal; IT entre 0,60-0,79: tolerancia moderada ao metal; IT entre 0,80-0,99: alta
tolerdncia ao metal e IT > 1,00: tolerancia € muito alta ao metal.

3.2.3 Experimentos de tolerancia ao excesso de vinhaga

A vinhaga utilizada no experimento continha apenas o mosto fermentado e destilado,
sem a adicao de outros residuos. Possuia pH 4,08; condutividade elétrica de 11,22 mS; um teor
de Solidos Totais de 9,35 g.L™ e um teor de nitrogénio de 205,05 mg.L™.

Para os experimentos de tolerancia ao excesso de vinhaca foram utilizado meio extrato
de malte-4gar (MEA) acrescido desta vinhaca nas proporc¢des descritas na Tabela 5.

Tabela 5. Caracterizacdo da condutividade elétrica e ajuste de pH dos tratamentos utilizados
nos experimentos de tolerancia ao excesso de vinhaca.

Tratamentos (proporcéo de vinhaca por litro de meio) Condutividade (mS) pH
Extrato de malte Agar (0%) 4,06 6,00
Extrato de malte Agar + 400 mL L™ de vinhaga (40%) 4,25 6,00
Extrato de malte Agar + 800 mL L de vinhaca (80%) 5,60 6,00

As linhagens fangicas foram testadas em trés concentracGes de vinhaga, sendo 0, 400 e
800 mL por litro de meio MEA, sendo que as duas Ultimas doses equivalem em volume a
aplicacdo de 800 m® e 1600 m3 de vinhaga por hectare. Para a mistura do meio MEA com a
vinhaca, os reagentes equivalentes a um litro de meio foram diluidos no volume de agua que
faltava para completar o volume da vinhaga ao litro. O meio foi entdo misturado as dosagens
de vinhaca e feito o ajuste do pH para 6,0 antes da autoclavagem. Os experimentos foram
inoculados com as linhagens a partir de discos de 8 mm de diametro retirados da margem de
colbnias em crescimento em meio MEA. Os discos foram transferidos para placas Petri
descartaveis contendo a mistura vinhaca-MEA. As placas foram incubadas no escuro a 28 °C,
por 96 horas para as linhagens de Periconia e por 24 horas para as linhagens de Trichoderma.
O tempo de incubacéo foi escolhido de maneira que houvesse contraste suficientemente entre
as dosagens de vinhaca e antes que o crescimento do micélio cobrisse a placa inteira. Apos o
tempo de incubacdo foram tomadas duas medidas do didmetro das coldnias, tal como descrito
nos experimentos com excesso de metais para a avaliagéo do crescimento.

2.3.4 Determinacao da producéo de acido indolacético (AlA)

Os experimentos de caracterizagdo das linhagens fungicas quanto a produgdo de AIA
foram conduzidos em tubos tipo Falcon contendo 20 mL de meio MEA liquido (sem agar). As
linhagens foram inoculadas a partir de discos de 8 mm de didmetro retirados da margem de
colbnias em crescimento em meio MEA solido. Os tubos foram incubados no escuro a 27 °C,
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160 rpm por 120 h. Apds a incubacdo o micélio foi separado do meio de cultura por
centrifugacdo (5000 rpm por 5 minutos), seco e pesado para ser usado nos célculos. Foram
tomadas aliquotas do meio sobrenadante para analise conforme modificacdo da metodologia de
Sarwar e Kremer (1995) descrita a seguir. De cada tubo centrifugado foram tomadas trés
aliquotas de 150 pL do sobrenandante (triplicata) e dispensados em microplacas de 96 pogos.
Em seguida em cada poco foi adicionado 100 pL do reagente de Salkowski (5 mL HCIO4 - &c
perclorico + 100 pL de FeCI3 0,5 M), deixando reagir no escuro por 30 min para 0
desenvolvimento de cor rosa, e em seguida a absorbancia foi lida a 536 nm usando um
espectrofotdbmetro. Paralelamente as amostras, também foi lido uma curva de calibragdo com
as seguintes concentragdes de AlA: 0; 1,5; 3; 4,5; 6; 9 e 15 ug mL™. Esta curva foi preparada
a partir de uma solucéo estoque de AIA (750 pg mL™Y) diluida no préprio meio MEA liquido,
que havia sido incubado junto ao experimento sem a presen¢a do fungo (testemunha néo
inoculada), centrifugado no mesmo tempo e rotacdo usado para separar 0s micélios. A tabela 6
mostra as dilui¢bes para preparo da curva padrdo de AlA. A curva padrdo também foi feita em
triplicada de cada concentracéo.

Tabela 6. Curva padrdo de &cido indolacético (AlA) preparada com 0 meio extrato de malte
liquido incubado sem a presenca de fungos, com respectivos volumes pipetados para po¢os
da microplacas de 96 pocos.

Concentracdo na Solugdo estoque de  Meio MEA, testemunha nao Reagente de
curva AIA 750 pg mL? inoculada, centrifugado Salkowski
pg mL* L L L
0,0 0 150 100
15 2 148 100
3,0 4 146 100
4,5 6 144 100
6,0 8 142 100
9,0 12 138 100
15,0 20 130 100
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Solubilizacao de Fosfato de Calcio

Um total de 113 linhagens de Trichoderma e Periconia foram testadas e todas
mostraram crescimento micelial em meio PVK suplementado com fosfato de célcio, pH 7,0, o
qual tem sua eficiéncia comprovada em literatura quando comparado com outros meios de
cultura indicados para a selegcéo de fungos solubilizadores de fosfatos, como os meios AYG,
NBRIP e NBRIY. (PRADHAN; SUKLA, 2005; RAWAT; TEWARI, 2011; WANG et al.,
2020).

O crescimento das col6nias das 55 linhagens de Periconia macrospinosa no meio PVK
solido é apresentado na Tabela 7 com as médias em ordem decrescente. Pode-se observar que
as coldnias do isolado de A. niger, testemunha positiva de capacidade de solubilizacéo,
apresentaram maior didmetro médio e velocidade de crescimento que as linhagens de P.
macrospinosa. Excluindo-se essa testemunha, pode-se observar que o teste de Scott Knott a 5%
separou as médias das linhagens de P. macrospinosa formando de 5 a 6 grupos de crescimento,
onde cada grupo foi seguido por letras distintas.

Na avaliacdo feita 48 horas apds a inoculacao, as linhagens A333 e A257 apresentaram
crescimento superior as demais linhagens. Essas linhagens foram seguidas pelo crescimento
das linhagens A191, A226, A236, A335, A337, A499 como segundo maior grupo de
crescimento. O teste de Scott Knott 5% separou ainda mais 3 grupos de crescimento inferiores
ao grupo anterior, sendo que o grupo de menor crescimento, ou de crescimento mais lento, foi
composto pelas linhagens A125, A126, A155, A162, A235, A314, A316, A327, A330, A332,
A338 e A356 (Tabela 7). A velocidade de crescimento nas primeiras 48 horas reflete
exatamente o resultado do didmetro da colénia neste periodo, pois o tamanho inicial das
col6nias foi idéntico para todos os tratamentos.

Ap0s 72 horas, as colénias mostraram variacdo na velocidade de crescimento em relacéo
ao observado nas 48 horas, apresentando velocidade de crescimento em média, 2,5 vezes mais
rapida nestas Gltimas 24 horas do que nas primeiras 48 horas. As 72 horas, a maioria das
linhagens de P. macrospinosa conseguem ter velocidade de crescimento superior ao observado
em literatura em para a espécie de fungo DSE Harpophora oryzae, que foi de 6,43 mm.dia™ em
meio Batata Dextrose Agar (BDA) sob uma temperatura de 25 °C (YUAN et al., 2010).

Como esse aumento da velocidade de crescimento nédo foi igual em todas as linhagens,
houve variagcdo na composi¢do dos grupos de crescimento separados pelo teste de Scott Knott
5%. Desta forma, apds 72 h da inoculacdo as linhagens A161 e A333 apresentaram o maior
crescimento que as demais linhagens, seguidas de um segundo grupo crescimento composto
pelas linhagens A190, A226, A236 e A258. No grupo de menor crescimento mantiveram-se as
linhagens A162, A235, A327, A330 (Tabela 7).
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Tabela 7. Diametro médio (DM) e velocidade de crescimento (VC) das col6nias de diferentes
linhagens de Periconia macrospinosa apds a incubacdo por 48 e 72 horas em meio
Pikovskaya agar (PVK) com fosfato de calcio. Médias em ordem decrescente.

48 horas 72 horas

Linhagem (51I\r:|1) Linhagem (mn\1/.dcia'1) Linhagem (E1|\r‘:l1) Linhagem (mr?(.gia'l)
A. niger 31,25 a A. niger 11,63 a A. niger 47,80 a A. niger 16,55 a
A333 19,81 b A333 590 b Al161 29,35 b A338 14,16 b
A257 19,01 b A257 551 b A333 28,73 b A161 13,80 b
A236 17,77 ¢ A236 4,88 ¢ A226 27,02 ¢ A237 12,23
A226 17,75 c¢ A226 488 ¢ A258 27,01 ¢ Al54 12,02
A337 17,75 ¢ A337 4,88 ¢ A190 26,93 ¢ A258 11,17
A335 17,53 ¢ A335 477 ¢ A236 26,67 c A317 10,72
Al91 17,45 ¢ Al191 4,73 ¢ A335 26,38 d A314 10,70
A499 17,10 c A499 4,55 ¢ A315 26,16 d A126 10,34
A260 16,70 d A260 4,35 d A317 26,08 d A334 10,33
A190 16,62 d A190 431 d A337 26,07 d A190 10,32
Al156 16,57 d A156 4,28 d A338 26,06 d A238 10,08
A189 16,42 d A189 421 d A237 26,05 d A315 9,80
A224 16,39 d A224 419 d Al154 25,67 d A316 9,63 d
A315 16,35 d A315 4,18 d A257 25,56 d Ad24 9,56 d
A424 15,90 d A424 3,95 d Ad24 25,46 d A125 9,46 d
A160 15,86 d A160 3,93 d A156 25,29 d A302 9,44 d
A258 15,84 d A258 3,92 d A334 25,00 d A115 9,44 d
A328 15,71 d A328 3,86 d A159 24,65 d A318 9,28 d
A159 15,62 d A159 381d A318 24,63 d A226 9,27 d
Al61 15,55 d A161 3,78 d A224 2433 d A159 9,03 d
Alll 1553 d Alll 3,76 d Al191 24,16 d A331 9,00 d
A317 15,36 d A317 3,68 d A328 23,96 d A333 8,92 d
A318 15,34 d A318 3,67 d A372 2354 ¢ A236 8,90 d
A372 15,15 d A372 3,58 d A238 23,38 ¢ A335 8,85 d
Al158 15,10 d Al158 3,55 d A189 23,33 ¢ A373 8,84 d
A355 14,90 d A355 3,45 d A158 23,18 ¢ A156 8,73 d
A423 14,85 d A423 343 d A260 23,17 ¢ A332 8,72 d
A334 14,67 d A334 3,33 d A314 23,02 e A225 8,69 d
A336 14,38 e A336 3,19 A160 22,99 e A157 8,52 d
A259 1431 e A259 3,15 A355 22,98 e A372 8,39 d
A447 14,24 e A447 3,12 Al15 22,79 e A163 8,37 d
Al13 14,24 e Al13 3,12 A225 22,75 e A337 8,32 d

Continua...
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Continuacédo da Tabela 7.

48 horas 72 horas
Linhagem (g\rﬁ:) Linhagem (mn\1/.<(j:ia'1) Linhagem (Ir?mlr\1/l1) Linhagem (mrrY.gia'l)
Al64 1421 e Al64 3,11 A302 22,59 e A328 8,25 d
A225 14,06 e A225 3,03 Alll 22,46 ¢ A158 8,08 d
A237 13,82 e A237 2,91 A331 22,29 ¢ A355 8,08 d
Al54 13,65 e Al54 2,82 Al64 22,27 ¢ Al64 8,06 d
Al115 13,35 e Al15 2,68 Ad47 22,03 ¢ A224 794 d
A238 13,30 e A238 2,65 A373 2191 f A155 7,89d
A331 13,28 e A331 2,64 Al13 21,76 f A447 7,79 d
A302 13,15 e A302 2,58 A499 21,67 f Al13 7,53 d
Al157 13,08 e A157 2,54 A157 21,60 f A160 713 e
A373 13,07 e A373 2,54 A259 21,35 f A259 7,04 e
Al63 1291 e Al163 2,45 Al163 21,28 f A330 7,02 e
Al62 12,52 f A162 2,26 f A126 21,09 f Alll 6,93 e
A314 12,32 f A314 2,16 f A423 20,93 f A189 6,91 e
Al155 12,09 f A155 2,05 f A336 20,88 f A191 6,71 e
A327 1195 f A327 1,97 f A316 20,55 f A257 6,54 e
A338 11,90 f A338 1,95 f A125 20,54 f A336 6,50 e
A332 11,49 f A332 1,74 f A332 20,20 f A260 6,48 e
A330 11,37 f A330 1,69 f A155 19,98 f A423 6,07 e
Al125 11,08 f A125 1,54 f A330 18,39 ¢ A356 5,88 e
A316 10,92 f A316 1,46 f A356 16,56 ¢ A235 5,66 e
A235 10,76 f A235 1,38 f A162 16,54 ¢ A499 4,56 f
Al126 10,74 f A126 1,37 f A235 16,42 g Al62 4,02 f
A356 10,68 f A356 1,34 f A327 15,69 g A327 3,74 f

Médias seguidas por mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott 5%.

O diametro médio e a velocidade de crescimento das col6nias das linhagens de
Trichoderma spp. é apresentado na Tabela 8. Nas primeiras 48 horas verifica-se que as col6nias
do isolado de A. niger, testemunha positiva da solubilizacdo, apresentaram maior didmetro
médio e velocidade de crescimento que a maioria das linhagens de Trichoderma spp. Apenas
as colbnias das linhagens A308 e A511 apresentaram o didametro médio e velocidade de
crescimento iguais as de A. niger e superiores as das demais linhagens de Trichoderma spp.,
apresentando didmetro superior a 30 mm e velocidade acima de 11 mm dia-1. O teste de Scott
Knott 5% separou ainda mais 5 grupos de crescimento inferiores ao grupo anterior, sendo o
grupo seguinte, composto pelas linhagens A240, A282, A306, A307, A320, A360, A361, A377,
A409, A468, A481, A483, A512, A514, cujo diametro de coldnia variou de 24 a 28 mm. O
grupo de menor crescimento e com crescimento mais lento foi composto pelas linhagens A167,
A168, A169, A359, A406, A458, A459, A461, A509, A513 com didmetro meédio da colonia
variando entre 8 e 11 mm e velocidade variando de 0,27 a 1,59 mm dia™ (Tabela 8).

Ap0s 72 horas da inoculacéo, a velocidade de crescimento das colonias de Trichoderma
spp. aumentou em média mais de 5 vezes. Entretanto, a velocidade de crescimento da
testemunha positiva A. niger ndo aumentou, continuando no mesmo ritmo das primeiras 48
horas. Desta forma a velocidade de crescimento de A. niger somente ndo foi superada pela
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linhagem A513, e foi superior apenas as das linhagens A169 e A458, as quais embora tenham
aumentado bastante a velocidade, seu crescimento continuou muito lento, (2,64 e 0,70 mm dia’
! respectivamente). Isto evidencia que as linhagens de Trichoderma spp. tém grande
variabilidade na velocidade de crescimento da colénia, mas em geral apresentam rapido
crescimento apds 48h.

Apo6s 72 horas, as linhagens de Trichoderma spp. que se destacaram pelo maior
crescimento foram A149, A306, A307, A308, A360, A361, A377, A481, A511, A512, A514 e
A515, apresentando didametro da coldnia entre 66 e 75 mm. Destas apenas A149 e A515 ainda
ndo figuravam como as de maior crescimento ap0s as primeiras 48 horas. O menor diametro
manteve-se com as linhagens A169 e A458 com didmetros de colbnia de 11,24 e 9,81 mm,
respectivamente.

Tabela 8. Diametro médio (DM) e velocidade de crescimento (VC) das col6nias de diferentes
linhagens de Trichoderma spp apds a incubagdo por 48 e 72 horas em meio Pikovskaya
agar (PVK) com fosfato de calcio. Médias em ordem decrescente.

48 horas 72 horas
Linhagem DM (mm) Linhagem VC (mm.dia?) Linhagem DM (mm) Linhagem VC (mm.dia®)
A. niger 3251 a A niger 12,25 a A511 75,17 a  A509 55,95 a
A308 32,35 a  A308 12,17 a Al149 73,39 a  Al49 52,82 a
A511 30,02 a Ab511 11,01 a A514 71,73 a A515 46,45 b
A307 28,13 b  A307 10,07 b A377 71,02 a  A360 46,01 b
A409 27,68 b A409 9,84 b A306 70,65 a  Abll 45,15 b
A514 2766 b  Abl4 9,83 b A360 70,47 a A401 44,20 b
A468 27,61 b  A468 9,80 b A361 69,34 a  A306 44,15 b
A361 27,60 b  A361 9,80 b A512 6845 a  A377 44,15 b
A282 2751 b  A282 9,76 b A481 67,83 a  Abl4 44,07 b
A481 27,35 b A481 9,68 b A307 67,70 a  A508 42,26
A483 27,23 b A483 9,62 b A308 6765 a  A361 41,73
A512 2712 b Ab12 9,56 b A515 66,73 a Ab12 41,33
A377 2688 b  A377 9,44 b A509 64,48 b A403 41,13
A306 2650 b A306 9,25 b A403 63,11 b  A481 40,48
A240 25,62 b A240 8,81 b A401 62,42 b  A307 39,57
A320 2461 b  A320 8,30 b A508 6194 b  A247 39,47
A360 2446 b  A360 8,23 b A247 6190 b  A501 37,75
A412 23,26 A412 7,63 A407 60,08 A467 37,35
A407 23,20 A407 7,60 A409 60,02 A407 36,38
A399 23,13 A399 7,56 A320 58,30 A135 36,61
A411 22,61 A411 7,30 A411 58,16 A426 35,96
A247 22,44 A247 7,22 A501 57,91 A411 35,55
A229 21,99 A229 7,00 A467 56,75 A308 35,30
A403 21,98 A403 6,99 A412 56,40 A319 34,58
A196 21,66 A196 6,83 A135 56,00 A320 33,69
Continua...
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Continuacao da Tabela 8.

48 horas 72 horas

Linhagem DM (mm) Linhagem VC (mm.dial) Linhagem DM (mm) Linhagem VC (mm.dia?)
A405 21,14 A405 6,57 A426 5481 d  A480 33,18
A342 20,62 d  A342 6,31 A468 5450 d  A412 33,15
Al49 20,57 d  Al49 6,28 A196 5446 d  A263 32,98
A358 2048 d  A358 6,24 A483 54,17 d  Al96 32,80
A466 20,41 d  A466 6,20 A229 5390 d  A359 32,73
A515 20,28 d  A515 6,14 A282 53,73 d  A409 32,34
A501 20,16 d  A501 6,08 A480 53,00 d  A406 32,15
A480 19,82 d  A480 5,91 A466 52,35 d  A466 31,94
A508 19,68 d  A508 5,84 A263 52,17 d  A229 31,90
A467 19,39 d  Ad67 5,70 A240 51,87 d  A400 31,56
A135 19,39 d A135 5,70 A399 51,31 d  A193 31,25
A263 19,19 d  A263 5,60 A319 50,62 d  A482 31,21
A402 19,14 d  A402 5,57 A193 50,16 d  Al67 30,52
A482 1891 d  A482 5,45 A482 50,11 d  A357 29,00 f
A193 1891 d  A193 5,45 A400 4841 d  A410 28,60 f
A426 18,85 d  A426 5,42 A342 47,02 A399 28,18 f
A401 18,22 A401 511 A402 46,62 A402 27,48 f
A408 17,50 A408 4,75 A357 46,49 A483 26,94 f
A357 17,48 A357 4,74 A410 44,95 A468 26,89 f
A404 17,43 A404 4,71 A405 43,93 A342 26,40 f
A341 17,35 A341 4,68 A406 43,23 A240 26,25 f
A400 16,85 A400 4,42 A359 42,88 A282 26,22 f
A410 16,35 A410 4,17 A. niger 42,79 A404 24,34 f
A319 16,04 A319 4,02 A404 41,76 f A405 22,79 g
A513 11,19 f A513 1,59 f Al67 4042 f A408 22,06 g
A406 11,08 f  A406 1,54 f A408 3955 f  A461 21,92 g
Al68 11,04 f  A168 1,52 f A358 3850 f  A459 20,69 g
A359 10,15 f  A359 1,08 f A341 36,27 f A3l 18,91
Al67 990 f  Al67 0,95 f A461 31,72 g  A358 18,01
A461 9,80 f  A461 0,90 f A459 29,79 g  Ale8 16,35
A458 911 f  A458 0,56 f Al168 27,39 A513 12,64 i
A459 9,10 f  A459 0,55 f A513 23,83 A. niger 10,28 i
A169 860 f Al69 0,30 f A169 11,24 | Al169 2,64 j
A509 853 f  A509 0,27 f A458 9,81 i A458 0,70 j

Meédias seguidas por mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott 5%.

Das 113 linhagens de fungo endofiticos da cana-de-agucar (55 do género Periconia e 58
do género Trichoderma) avaliadas, apenas 32 linhagens solubilizaram o fosfato de célcio apds
72h de crescimento, com maior representatividade dentro das linhagens de Periconia,
representando cerca de 65% dos linhagens solubilizadoras de fosfato de célcio (Tabela 9).

A caracterizagéo das linhagens de fungos quanto a capacidade de solubilizar fosfato de
calcio auxilia na escolha de linhagens com potencial desejado para promover o crescimento de
plantas. Mendes et. al. (2014) sugerem que o0 uso de linhagens solubilizadoras de fosfatos
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auxilia no manejo do fésforo no solo, permitindo a assimilacdo de fontes de fosfatos pouco
soltveis, como o fosfato de rocha, ou a recuperacao do fésforo fixado em particulas do solo, e
trazendo o fosforo para dentro da dinamica da ciclagem de nutrientes, a qual complementa as
necessidades nutricionais das culturas.

Fungos comumente relatados como eficazes solubilizadores de fosfato incluem espécies
de Aspergillus candidus, A. niger, Aspergillus parasiticus, Aspergillus rugulosus, Aspergillus
terreus, Penicillium spp, Pseudeurotium spp. e Trichoderma spp. (ASERI et al., 2009;
MURALEEDHARAN et al., 2010). Sendo que no presente estudo, as linhagens de Periconia
macrospinosa se sobressairam em relacdo as de Trichoderma spp. quanto a solubilizacdo de
fosfato de célcio.

Atualmente o uso de microrganismos solubilizadores de fosfato tém sido considerado
como uma abordagem alternativa para fornecer fertilizantes fosfatados pouco soltveis que
promovam crescimento da planta. Existe uma grande variedade de solubilizadores, dentre eles
recebem destaque os fungos dos géneros Aspergillus (LI et al. 2016) e Penicillium
(EFTHYMIOQU et al. 2018) e as bactérias Pseudomonas (LINU et al. 2019), Burlkholderia
(HSU et al. 2015), Acinetbacter e Bacillius (ALMONEAFY et al. 2014), os quais que sao
capazes de transformar os fosfatos insoltveis em formas soltveis no solo por acidificacéo,
quelacéo e reacgdes de troca. Certamente esse mecanismo de alteracéo de pH foi utilizado pelas
linhagens testadas formando o halo de solubilizacéo verificado.

Tabela 9. Linhagens de Periconia e Trichoderma quanto a presenca (marcada com X) ou
auséncia de halo transldcido indicando a solubilizagdo de fosfato de célcio ap6s 48 e 72
horas de crescimento dos fungos em meio PVK.

Linhagens de Periconia 48H 72H Linhagens de Trichoderma  48H 72H
Alll Al135
Al13 A149
Al15 Al67
Al125 A168
Al126 A169 X
Al54 X X A193
Al55 X X A196
Al156 X X A229
A157 X X A240
A158 X X A247
A159 A263 X
A160 A282
Al61 A306
Al162 X X A307
Al163 A308
Al64 A319 X
A189 A320
A190 A341
A191 A342
A224 X A357
Continua...
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Continuacdo da Tabela 9.

Linhagens de Periconia 48H 72H Linhagens de Trichoderma  48H 72H
A225 A358
A226 A359
A235 X X A360
A236 A361
A237 A377
A238 X X A399 X
A257 X X A400
A258 A401 X
A259 A402
A260 X X A403
A302 A404
A314 A405
A315 A406 X X
A316 X X A407
A317 X X A408
A318 A409
A327 X X A410
A329 A411
A330 X A412 X
A331 A426
A332 A458
A333 A459
A334 A460
A335 A461
A336 X X A468
A337 X X A480
A338 A481
A355 A482
A356 X X A483
A372 A501 X X
A373 X X A508
A423 X X A509
A424 A510
A447 A511 X
A499 Ab12
A513 X
A514 X
A515
Total/género: 18 21 2 11
Total: 32
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Dezoito linhagens de Periconia macrospinosa e apenas duas linhagens de Trichoderma
apresentaram alta precocidade de solubilizagdo, apresentando halo as 48 horas apos a
inoculacdo. Ao final de 72 horas haviam halos em 21 linhagens de Periconia macrospinosa e
em 11 de Trichoderma spp, indicando uma solubilizagdo mais tardia em Trichoderma spp.
Possivelmente essa precocidade de solubilizacdo de Periconia macrospinosa em relacdo a
Trichoderma spp. se deva a diferencas de quantidade e composi¢do dos acidos liberados ao
meio.

A testemunha positiva A. niger apresentou o maior halo translicido de solubilizagéo
tanto as 48 horas da inoculagéo, quanto as 72 horas, superior a todos as linhagens de Periconia
macrospinosa (Tabela 10). Entretanto, como o célculo do indice de solubilizacdo, que reflete a
eficiéncia de solubilizacdo, leva em consideracdo o tamanho da col6nia, houveram linhagens
de P. macrospinosa mais eficientes em solubilizar que A. niger, como foi o caso das linhagens
A155 e A356 que apresentaram o indice de solubilizacéo superior ao controle positivo.

O indice de solubilizacao de fosfato de célcio das linhagens de Periconia macrospinosa
apos a incubacdo por 48 horas foram maiores nas linhagens A155 (1S=2,09) e A356 (1S=2,16),
cuja magnitude caracteriza IS mediano de acordo com Berraquero et al. (1976). O controle A.
niger (1S=1,87) apresentou IS classificado como baixo. A espécie Aspergillus niger é conhecida
como solubilizadora de fosfato de calcio (BAGOLUN et al., 2021). Esses autores relatam que
a capacidade solubilizadora de A. niger, A. flavus e A. fumigatus no meio sélido PVK agar
suplementado com fosfato de célcio, onde A. niger obteve o mais alto indice de solubilizagéo
(1S=1,72), indice este equivalente ao obtido no presente trabalho. As linhagens A235 (1S=1,91),
A316 (1S=1,97) e A327 (1S=1,93) ndo diferiram do indice de solubiliza¢&o do controle positivo
as 48 horas. Em 72 horas de crescimento, a linhagem A356 (1S=2,02) manteve-se como a de
maior eficiéncia solubilizadora de fosfato, ainda superior ao controle A. niger (1S=1,88).

Essa linhagem de maior eficiéncia solubilizadora (A356) apresentou uma reducéo no IS
entre 48 e 72 horas, e isso pode ser relacionado com a reducédo da acidificacdo do meio com o
tempo, pois fato similar é observado em meio PVK liquido, no qual o aumento inicial na
concentracdo de fosfato solivel no meio é seguido por uma reducdo gradual no decorrer do
experimento (NAUTYIAL, 1999; KAPRI; TEWARI, 2010; OLIVEIRA et al., 2012). Embora
essa reducdo na concentracdo de fosfato solivel no meio, pode ser correlacionada com o
sequestro do nutriente pelo micélio do fungo, o qual somente retorna disponivel pra as plantas
apos a lise das paredes do micélio com a senescéncia do fungo (KAPRI; TEWARI, 2010).

Os estudos de solubilizacdo de fosfatos insoltveis envolvendo os fungos DSE sdo
escassos na literatura. Vergara et al. (2019) relataram que nenhum de seus isolados fungicos de
DSE produziu halo de solubilizagdo no meio GL. Contudo, isolados fungicos dos géneros
Rhizopus, Penicillium e Aspergillus, pertencentes a outros grupos fungicos tém sido bastante
estudados como solubilizadores de fosfato de célcio (SILVA FILHO; VIDOR, 2000), logo
podem ser usados como parametro de comparagdo com a presente pesquisa com DSE.

A capacidade variavel das linhagens em solubilizar fosfato pode ser explicada como
consequéncia da variedade e da quantidade de acidos organicos que sdo produzidos
diferentemente pelos isolados fungicos (WHITELAW et al., 1999), que dependendo do género,
espécie, e dentro desta, os seus respectivos isolados (NARSIAN; PATEL, 2000). Essa
capacidade de solubilizacéo diferenciada foi confirmada no presente trabalho.

Todas as linhagens seguidas de indice de solubilizagdo (IS) igual a 1 ndo solubilizaram
o fosfato de calcio em meio Pikovskaya &gar (PVK) durante o intervalo de tempo avaliado
(Tabela 10). Existe a possibilidade destas linhagens ainda apresentarem solubiliza¢do em outras
condigdes/cultivos, pois alteracbes na capacidade de solubilizacdo de fosfato de isolados podem
ocorrer ao longo de sucessivos ciclos de cultivo, levando a perda ou ao aumento da capacidade
(ILLMER; SCHINNER, 1995). O aumento ou a perda da capacidade de solubilizagéo de fosfato
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estdo relacionados a adaptacdo dos isolados a diferentes condi¢des de disponibilidade de fésforo
no meio de cultivo.

Tabela 10. Diametro médio do halo de solubilizacdo (DH) e indice de solubilizagdo (IS) de
fosfato de calcio de diferentes linhagens de Periconia macrospinosa, apos a incubagéo por
48 e 72 horas em meio Pikovskaya agar (PVK). Médias em ordem decrescente.

48 horas 72 horas

Linhagem DH médio (mm) Linhagem IS Linhagem DH médio (mm) Linhagem 1S
A. niger 27,29 a A356 2,16 a A niger 42,22 a A356 202 a
A155 13,14 b A155 209 a  A356 16,22 b A niger 188 b
A356 12,02 b A316 197 b  Al55 15,01 b  A327 183 ¢
A327 11,08 c A327 193 b  A327 13,05 A155 1,75 d
A423 10,84 c A235 191 b  A316 13,00 A235 1,75 d
A260 10,58 c A.niger 187 b  A260 12,78 A162 1,70 d
A336 10,44 c A157 1,76 A423 12,74 A316 1,63 f
A316 10,25 d A423 1,74 A336 12,44 A336 1,63 f
A257 9,78 d A336 1,73 A235 12,32 A423 1,63 f
A235 9,71 d A162 1,71 A257 11,97 d A260 155 g
A317 9,67 d A154 1,70 A317 11,65 d Al57 155 g
Al54 9,57 d A317 1,66 A157 11,55 d A330 153 g

A157 9,51 d A260 1,64 A158 11,46 d Al158 1,50

A158 9,46 d A158 1,63 A162 11,42 d A257 1,48

A337 9,34 d A238 159 d  A238 11,08 d A238 1,48

A156 8,97 e A156 154 d Al54 10,91 d A317 1,45
Al62 8,82 e A337 153 d  A337 10,69 d Al54 1,42 i
A238 7,88 e A257 153 d  Al56 9,78 A337 1,41 i
A258 1,71 f A258 1,12 A258 9,65 A224 1,39 i
A224 1,46 f A224 1,08 A330 9,61 A156 1,39 i
Al1l 0,00 f A111 1,00 A224 9,51 A258 1,36 i
Al113 0,00 f A113 1,00 Al111 0,00 f Alll 1,00 j
Al15 0,00 f Al115 1,00 Al113 0,00 f  All3 1,00 j
Al125 0,00 f A125 1,00 A115 0,00 f All5 1,00 j
Al126 0,00 f A126 1,00 A125 0,00 f Al25 1,00 j
Al159 0,00 f A159 1,00 A126 0,00 f  Al26 1,00 j
A160 0,00 f A160 1,00 A159 0,00 f  Al59 1,00 j
Al61 0,00 f A161 1,00 A160 0,00 f  Al60 1,00 j
Al163 0,00 f A163 1,00 A161 0,00 f Al6l 1,00 j
Al64 0,00 f A164 1,00 A163 0,00 f  Al63 1,00 j
A189 0,00 f A189 1,00 Alé4 0,00 f  Al64 1,00 j
A190 0,00 f A190 1,00 A189 0,00 f  Al189 1,00 j
A191 0,00 f Al191 1,00 A190 0,00 f  A190 1,00 j

Continua...
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Continuacédo da Tabela 10.

48 horas 72 horas
Linhagem DTmmrﬁ)d'O Linhagem IS Linhagem Dl—(|mmnt;e)dio Linhagem IS
A225 0,00 f A225 1,00 A191 000 f Al91 1,00 j
A226 0,00 f A226 1,00 A225 0,00 f  A225 1,00 j
A236 0,00 f A236 1,00 A226 0,00 f  A226 1,00 j
A237 0,00 f A237 1,00 A236 0,00 f  A236 1,00 j
A259 0,00 f A259 1,00 A237 0,00 f  A237 1,00 j
A302 0,00 f A302 1,00 A259 0,00 f  A259 1,00 j
A314 0,00 f A314 1,00 A302 0,00 f  A302 1,00 j
A315 0,00 f A315 1,00 A314 000 f A314 1,00 j
A318 0,00 f A318 1,00 A315 0,00 f A315 1,00 j
A328 0,00 f A328 1,00 A318 0,00 f  A318 1,00 j
A330 0,00 f A330 1,00 A328 0,00 f  A328 1,00 j
A331 0,00 f A331 1,00 A331 000 f A331 1,00 j
A332 0,00 f A332 1,00 A332 0,00 f  A332 1,00 j
A333 0,00 f A333 1,00 A333 0,00 f  A333 1,00 j
A334 0,00 f A334 1,00 A334 000 f A334 1,00 j
A335 0,00 f A335 1,00 A335 000 f A335 1,00 j
A338 0,00 f A338 1,00 A338 0,00 f  A338 1,00 j
A355 0,00 f A355 1,00 A355 0,00 f  A355 1,00 j
A372 0,00 f A372 1,00 A372 0,00 f A372 1,00 j
A373 0,00 f A373 1,00 A373 0,00 f  A373 1,00 j
Ad24 0,00 f A424 1,00 Ad24 0,00 f A424 1,00 j
Ad47 0,00 f Ad47 1,00 Ad47 0,00 f  A447 1,00 j
A499 0,00 f A499 1,00 A499 0,00 f  A499 1,00 j

Médias seguidas por mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott 5%.

As linhagens de Periconia macrospinosa que solubilizaram fosfato podem ainda ser
classificadas como precoces, cujo inicio da solubilizacdo se da até 72 horas (HARA,
OLIVEIRA, 2004). Os resultados obtidos corroboram com Farias et al. (2016) de que a espécie
Periconia macrospinosa FUN502A isolada de Anacardium othonianum Rizzini apresentou
elevado potencial de solubilizacdo de fosfato de célcio em meio GYP (glicose, extrato de
levedura e peptona).

A solubilizacéo obtida em meio PVK na presente pesquisa pode ser relacionada ao uso
de glicose como fonte de carbono, pois Barroso; Nahas (2008) ao estudarem solubilizagéo de
fosfato de ferro por isolados de Aspergillus niger com diferentes fontes de carbono acrescidas
ao meio, verificaram maior eficiéncia de solubilizacdo do fosfato onde a fonte foi glicose. Ha
outros relatos de que a fonte de carbono utilizada nos testes de solubilizagdo de fosfatos in vitro
influencia a atividade solubilizadora de algumas bactérias e fungos (SILVA FILHO; VIDOR,
2000; TORRES-JUNIOR et al., 2014). As diferentes fontes nitrogénio usadas no meio podem
também interferir na capacidade de solubilizacdo de fosfato. Por exemplo, acido glutamico
causa maiores estimulos ao Aspergillus niger solubilizar fosfato de ferro (BARROSO; NAHAS,
2008).

No experimento com as linhagens de Trichoderma spp., a testemunha positiva da
solubilizacdo A. niger, apresentou tanto as 48 horas da inoculagdo, quanto as 72 horas, 0 maior
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halo transldcido, superior a todas as linhagens de Trichoderma ssp. e consequentemente o maior
indice de solubilizacdo (Tabela 11). O desempenho de A. niger no meio PVK neste experimento
foi similar ao obtido no experimento com as linhagens de Periconia macrospinosa (Tabela 10),
mostrando consisténcia dos dados. Entretanto, o desempenho de solubilizacdo desta testemunha
foi bem superior aos das linhagens de Trichoderma spp. Isto pode ser explicado pelo fato de
que A. niger produz acidos organicos que sao altamente ionizaveis e pode causar a solubilizacdo
do fosfato de célcio (PRADHAN; SUKLA, 2005). Estudos realizados por Yasser et al. (2014)
e Seshadri et al. (2004) também mostraram que A. niger solubiliza grandes quantidades de
fosfato de calcio. Hefnawy et al. (2009) mostraram que A. niger formou um diametro de halo
mais amplo em Agar Pikovskaya suplementado com fosfato de célcio do que A. flavus e A.
fumigatus.

As 48 horas da inoculacdo, apenas duas linhagens de Trichoderma ssp. apresentaram
halo de solubilizacdo, sendo elas A501 (IS=1,61) que apresentou o maior indice de
solubilizacdo, pouco inferior a testemunha A. niger (I1S=1,81) e seguida pela linhagem A406
(1S=1,17) apresentando baixa atividade solubilizadora no fosfato de calcio, com um IS muito
proximo a 1, ou seja, no limite da coldnia (Tabela 11).

Apds a incubacdo de 72 horas, 12 linhagens de Trichoderma ssp. promoveram halo
transltcido de solubilizacéo (de um total de 58 linhagens — 20%), sendo elas A169, A263, A319,
A399, A401, A406, A412, A426, A501, A511, A513, A514. Destas, a linhagem A169
(1S=1,96) néo diferiu o indice de solubilizacdo da testemunha A. niger (1S=2,03), sendo mais
eficiente na solubilizacdo que as demais Trichoderma ssp. A linhagem A513 (1S=1,70) é de T.
harzianum e foi a segunda mais eficiente superando as demais, corroborando o relato de que
cepas de T. harzianum tem capacidade de solubilizacdo (ALORI et al., 2017). As linhagens com
menor indice de solubilizacdo foram A511(1S=1,15), A514 (1S=1,12) e A426 (IS=1,09) bem
abaixo do (IS) do controle A. niger, sendo que essa Ultima ndo apresentou solubilizacdo
diferente das que ndo apresentaram halo (Tabela 11). Os IS de fosfato encontrados neste
trabalho (1,17-1,96), no meio de PVK agar, estdo na faixa observada para fungos dos géneros
Penicillium e Aspergillus isolados a partir de rizosfera de Cicer arietinum (YADAYV et al.,
2011).

Tabela 11. Diametro médio do halo de solubilizacdo (DH) e indice de solubilizagdo (IS) de
fosfato de célcio de diferentes linhagens de Trichoderma spp., ap6s a incubacao por 48 e
72 horas em meio Pikovskaya agar (PVK). Médias em ordem decrescente.

48 horas 72 horas

Linhagem DH médio (mm) Linhagem IS Linhagem DH médio (mm) Linhagem 1S

A. niger 26,21 a A.niger 1,81 a A niger 44,08 a A. niger 2,03 a
A501 12,28 b A501 161 b  A501 15,78 b A169 1,96 a
A406 1,45 A406 1,17 A401 12,76 A513 1,70 b
A135 0,00 Al135 1,00 d  A406 12,40 A406 1,29
Al49 0,00 A149 100 d  A399 12,16 A501 1,27
Al67 0,00 Al67 1,00 d A412 11,77 A399 1,24
A168 0,00 Al168 1,00 d A5l11 11,52 A319 1,22
A169 0,00 Al169 1,00 d A319 10,92 d A412 1,21
A193 0,00 A193 1,00 d A263 10,86 d A263 1,21
A196 0,00 A196 1,00 d Al69 10,55d A401 1,20
A229 0,00 A229 1,00 d  A513 10,45d A511 1,15 d
A240 0,00 A240 1,00 d A514 8,34 A514 1,12 d

Continua...
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Continuacdo da Tabela 11.

48 horas 72 horas
Linhagem DH médio (mm) Linhagem IS Linhagem DH médio (mm) Linhagem 1S
A247 0,00c A247 1,00 d  A426 4,15f A426 1,09
A263 0,00c A263 1,00 d Al135 0,009 A135 1,00
A282 0,00c A282 1,00 d  Al49 0,00¢g A149 1,00
A306 0,00c A306 1,00 d  Al67 0,009 Al67 1,00
A307 0,00c A307 1,00 d A168 0,00¢g Al168 1,00
A308 0,00c A308 1,00 d A193 0,009 A193 1,00
A319 0,00c A319 1,00 d  A196 0,009 A196 1,00
A320 0,00c A320 1,00 d A229 0,009 A229 1,00
A341 0,00c A341 100 d A240 0,009 A240 1,00
A342 0,00c A342 1,00 d  A247 0,009 A247 1,00
A357 0,00c A357 1,00 d  A282 0,009 A282 1,00
A358 0,00c A358 1,00 d  A306 0,009 A306 1,00
A359 0,00c A359 1,00 d  A307 0,009 A307 1,00
A360 0,00c A360 1,00 d  A308 0,009 A308 1,00
A361 0,00c A361 1,00 d A320 0,009 A320 1,00
A377 0,00c A377 1,00 d A341 0,009 A341 1,00
A399 0,00c A399 1,00 d A342 0,009 A342 1,00
A400 0,00c A400 1,00 d  A357 0,009 A357 1,00
A401 0,00c A401 1,00 d  A358 0,009 A358 1,00
A402 0,00c A402 1,00 d  A359 0,009 A359 1,00
A403 0,00c A403 1,00 d A360 0,009 A360 1,00
A404 0,00c A404 1,00 d A361 0,009 A361 1,00
A405 0,00c A405 1,00 d  A377 0,009 A377 1,00
A407 0,00c A407 1,00 d  A400 0,009 A400 1,00
A408 0,00c A408 1,00 d  A402 0,009 A402 1,00
A409 0,00c A409 1,00 d  A403 0,009 A403 1,00
A410 0,00c A410 1,00 d  A404 0,009 A404 1,00
A411 0,00c A411 1,00 d  A405 0,009 A405 1,00
A412 0,00c A412 1,00 d  A407 0,009 A407 1,00
A426 0,00c A426 1,00 d  A408 0,009 A408 1,00
A458 0,00c A458 1,00 d  A409 0,009 A409 1,00
A459 0,00c A459 100 d  A410 0,009 A410 1,00
A461 0,00c A461 1,00 d  A41l 0,009 A411 1,00
A466 0,00c A466 1,00 d  A458 0,009 A458 1,00
A467 0,00c A467 1,00 d  A459 0,009 A459 1,00
A468 0,00c A468 1,00 d  A461 0,009 A461 1,00
A480 0,00c A480 1,00 d  A466 0,009 A466 1,00
A481 0,00c A481 100 d  A467 0,009 A467 1,00
Continua...
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Continuacdo da Tabela 11.

48 horas 72 horas
Linhagem DH médio (mm) Linhagem IS Linhagem DH médio (mm) Linhagem IS
A482 0,00 A482 1,00d A468 0,00 g A468 1,00
A483 0,00 A483 1,00d A480 0,00 g A480 1,00
A508 0,00 A508 1,00d A481 0,00 g A481 1,00
A509 0,00 A509 1,00d A482 0,00 g A482 1,00
A511 0,00 A511 1,00d A483 0,00 g A483 1,00
A512 0,00 A512 1,00d A508 0,009 A508 1,00
A513 0,00 A513 1,00d A509 0,009 A509 1,00
A514 0,00 A514 1,00d A512 0,009 Ab512 1,00
A515 0,00 A515 1,00d A515 0,00 g A515 1,00

Médias seguidas por mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott 5%.

O IS de linhagens fungicas pode variar de acordo com o local do qual os linhagens séo
isoladas, como também das espécies vegetais que mantinham associagdo, como foi observado
por Mahamuni et al. (2012) que obtiveram IS para diferentes cepas de fungos isolados da cana-
de-agUcar e da beterraba sacarina que variaram de 1,13 a 1,59. Outro estudo com fungos
isolados da rizosfera do milho relataram IS que variou de 1,53 a 1,80 (ALAM et al., 2002).

A presente pesquisa corrobora com Carvajal et al. (2009) que relataram o potencial
solubilizador de fosfato de 20% dos 101 isolados de Trichoderma spp. por eles avaliados. Da
sustentacdo também aos resultados de Badawi et al. (2011) que observaram que Trichoderma
harzianum possui maior habilidade de solubilizar fosfatos, em comparacdo com
Bradyrhizobium spp. e Serratia marscescens.

A selecdo de fungos endofitos promissores na solubilizacdo de fosfato é importante na
busca de estratégia que auxiliem no uso eficiente do fosfato no solo, afinal cerca de 15 milhGes
de toneladas de fertilizantes fosfatados sdo aplicados em todo o mundo todos 0s anos, dos quais
aproximadamente 80% s&o fixados em formas insollveis no solo (GYANESHWAR et al.,
2002). O faésforo soltvel aplicado ao solo em geral € rapidamente transformado em formas
insoltveis principalmente pela ligacdo com ions metalicos, como caélcio, aluminio e ferro
(SATI; PANT, 2018).

4.2 Solubilizagdo de Fosfato de Aluminio

Um total de 115 linhagens de fungos endofiticos de raizes de cana-de-agucar, sendo 57
linhagens de Periconia macrospinosa e 58 linhagens de Trichoderma spp. foram avaliadas
quanto ao crescimento micelial e formag&o de halo translicido de solubilizagdo em meio PVK
acrescido de AIPO4 e CaCl, com ajuste para pH 5,0. Deste total, apenas uma linhagem de
Trichoderma harzianum (A358) apresentou halo de solubilizagdo, apresentando um indice de
solubilizacéo (IS = 2,01) superior ao da testemunha positiva de A. niger (1S=2,00) (Tabela 12
e Tabela 13).
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Tabela 12. Diametro médio da colonia (DM), velocidade de crescimento (VC), diametro médio
do halo de solubilizacdo (DH) e indice de solubilizacdo (IS) de fosfato de aluminio de
diferentes linhagens de Periconia macrospinosa ap6s a incubacdo por 48 e 72 horas em

meio Pikovskaya agar (PVK). Médias em ordem decrescente.

48 horas 72 horas
Linh. DM (mm) Linh. DM (mm) Linh. VC (mm.dia?) Linh. DH médio (mm) Linh. 1S
Al63 17,08a Al163 20,33a A.niger 4,56 a A. niger 18,78 a A.niger 2,00 a
A335 16,28a A335 1937a Al163 3,25b A327 0,00 b A327 1,00b
A334 1586a A334 1887a A335 3,10 b A318 0,00 b A318 1,00b
A333 1583a A333 1884a A334 301b A317 0,00 b A317 1,00b
A315 1537a A.niger 18,75a  A333 301b A328 0,00 b A328 1,00b
A332 1517a A315 18,28a A315 292D A331 0,00 b A331 1,00b
A.niger 1419b  A332 18,05a A332 2,88Db A330 0,00 b A330 1,00b
A260 1394b A260 1659b  A260 2,65¢ A329 0,00 b A329 1,00b
Al159 13,74 c A159 16,35 b Al159 2,61c A260 0,00 b A260 1,00b
A499 1332c Al61 1539b Al6l 2,46 c A259 0,00 b A259 1,00b
Al61 1293c  A158 1497c  A158 2,39¢ A258 0,00 b A258 1,00b
Al158 1258c A328 14,93c  A328 2,39¢ A302 0,00 b A302 1,00b
A328 1254c  A338 14,73c  A338 2,35¢ A316 0,00 b A316 1,00b
A338 1238c  A189 1455c  A189 2,33¢ A315 0,00 b A315 1,00b
Al189 1223c  A499 1452c  A160 2,32¢ A314 0,00 b A314 1,00b
A160 1220c  Al160 1452c  A156 2,30 ¢ A332 0,00 b A332 1,00b
Al156 12,08c  Al156 14,37c  A329 2,29¢ A373 0,00 b A373 1,00b
A329 12,04c A329 1433c  A327 2,28 ¢ A372 0,00 b A372 1,00b
A327 1198c  A327 14,26c¢c  A155 2,28 ¢ A356 0,00 b A356 1,00b
A155 11,96 ¢ A155 14,24 ¢ A318 2,27¢c A423 0,00 b A423 1,00b
A318 1191c A318 14,17c  A302 2,25¢ A499 0,00 b A499 1,00b
A302 11,79 ¢ A302 14,04 c A317 2,24 ¢ Ad47 0,00 b Ad447 1,00b
A31