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RESUMO GERAL

O guanandi possui uma série de caracteristicas indicando uma excelente escolha para
uso em programas de reflorestamento. O estabelecimento de estratégias para a obtengéo
de mudas, de maneira maximizada em escala comercial, vem se tornando indispensével
para 0 sucesso na producdo de espécies arboreas de interesse. A interacdo de plantas
com alguns microrganismos pode aumentar ou mesmo promover seu crescimento e
desenvolvimento. Neste sentido, destacam-se fungos do género Trichoderma, por
possuirem habilidades como a supressao de doencas, a solubilizacdo de fosfatos e a
producdo de fitormonios. Objetivou-se com o presente trabalho: a) isolar fungos do
género Trichoderma de raizes e rizosfera de mudas de guanandi, cultivadas em viveiro e
coletadas em campo; b) avaliar o potencial destes em solubilizar fosfatos de calcio,
ferro e aluminio; c) avaliar a habilidade de sintetizar os fitorménios auxina, citocinina e
giberelina; d) determinar o efeito de “fermentados” dos isolados no crescimento e
desenvolvimento de guanandi in vitro. Constatou-se a capacidade de alguns isolados em
solubilizar fosfatos em diferentes proporc¢des, produzir o fitorménio auxina e sua

eficiéncia na promocéo do crescimento de guanandi in vitro.
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GENERAL ABSTRACT

Calophyllum brasiliense Cambess has several characteristics that become an excellent
choice for use in reforestation programs. The establishment of strategies to obtain
seedlings in commercial scale is becoming essential for success in the production of tree
species of interest. The plant microorganism interaction can promote the plant growth.
In this way, Trichoderma fungi are interesting due to their abilities such as disease
suppression, phosphate solubilization and phytohormones production. This work aimed
to: a) isolate Trichoderma fungi from the C. brasiliense root and rhizosphere, growth
under nursery conditions and field; b) evaluate their potential to solubilize calcium, iron
and aluminum phosphates; c) evaluate their ability to product auxin, citocinin and
giberelin; d) determine the effect of fungi fermented on growth of C. brasiliense under
in vitro conditions. Some fungi isolates have the capacity to solubilize phosphates in
different proportions as well as to produce auxin. Their efficiency on plant growth

promotion under in vitro conditions was also detected.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess)

Espécie arborea brasileira abundante em ambientes ciliares. Dentre as plantas
tipicas destes locais, o guanandi possui ampla distribuicdo, ocorrendo desde a América
Central até o litoral sul do Brasil. Taxonomicamente, pertence a divisdo Magnoliophyta,
classe Magnoliopsida, ordem Theales e familia Clusiaceae (Guttiferae) e possui
caracteristicas que permitem sua recomendacdo para a recomposicdo de vegetacao
nativa e manejo de dreas marginais a cursos d’agua (Marques e Joly, 2000a).

Quando adulto, o guanandi possui de 40 a 45 m de altura, alcancando até 180
cm de diametro, copa redonda com folhas verde-escuras, galhos obliqguamente
ascendentes, cilindrico e base conica. A casca é aspera, cinzenta, dura e com estreitas
fissuras longitudinais. As folhas séo simples, inteiras, opostas, oblongo-lanceoladas de 5
a 18 cm de comprimento e 2,5 a 5 cm de largura, base coneiforme e obrusa, apice

acuminado e glebas com peciolos de 1 a 2,5 cm de comprimento (Navarro, 2007).
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No Brasil, tem alto valor econdémico pela larga utilizagdo para os mais diversos
fins, tais como construcdo civil, marcenaria, construgdo naval (Lorenzi, 1992). Segundo
Navarro, (2007), a analise econdmica se refere a situacdo real para o reflorestamento,
considerando variagdes como o0s precos de venda futuros da madeira, custos de
implantacdo e manutengéo do reflorestamento com guanandi, constatou o custo total de
R$ 7.388.283,16 do reflorestamento na area de 185,1 ha, respondendo financeiramente
a 18,68% das receitas a serem obtidas no projeto Florestal que visa a venda da madeira,
obtendo a receita total de R$ 39.555.425,76 ao final de 20 anos, com receita média
anual de R$ 1.977.771,29. O projeto de reflorestamento com guanandi é viavel mesmo
calculando o aumento simultaneo de 20% sobre os custos de produgéo.

O guanandi, com sua biomassa, pode contribuir para melhorar a fertilidade do
solo em sistemas silvipastoris, uma vez que demonstra melhor desempenho entre as
espécies classificadas como tardias (Melotto et al., 2009). E também uma planta
comumente conhecida pelo seu poder medicinal, sendo usada para tratamento de
reumatismo, varicoses, hemorrdidas, Ulceras cronicas e para processos inflamatorios
(Junior et al., 2005; Noldin et al., 2006; Souza et al., 2009; Lemos et al., 2012). De
acordo com Gasparoto et al. (2005), extratos brutos obtidos das folhas e galhos possuem
atividade moluscicida, sendo fator crucial para o controle da esquistossomose, podendo
representar uma alternativa barata, além de evitar a poluicdo do meio ambiente,
diferente de molusquicidas sintéticos que causam problemas de toxicidade,
contaminagdo ambiental e resisténcia dos caramujos.

O guanandi possui vantagens sobre outras espécies pela capacidade de se
desenvolver em locais com saturacdo hidrica, sendo frequentemente encontrado em
ambientes em que o solo é permanentemente ou periodicamente inundado (Marques e
Joly, 2000b). Nestes locais, ocorre menor diversidade de espécies em relacdo as
florestas com outros tipos de solo (Reis et al., 2009).

O estabelecimento de estratégias de conservacdo de ecossistemas florestais,
bem como a producdo de mudas para programas de reflorestamento se torna
indispensavel em virtude da reducdo e fragmentagdo de populagbes naturais (Botrel et
al., 2006), sendo de fundamental importancia estabelecer acdes eficientes para a
propagacao da mesma (Silva et al., 2010).

Para a producdo de mudas de guanandi, Artur et al. (2007) constataram que a
calagem e a adubacdo com esterco bovino ndo sdo necessarias. Na implantacdo de

florestas de producdo ou de protecdo, conhecer a intensidade luminosa ideal para a
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espécie ¢ um fator fundamental. Especificamente, o guanandi apresenta melhor
desenvolvimento inicial com intensidade de 50% de sombreamento (Laura et al., 2009).
Quanto a germinabilidade, 30°C ¢é a temperatura Otima para germinacdo, sendo que
temperaturas baixas a inibem, mas ndo causam danos irreversiveis as sementes (Nery et
al., 2007).

Segundo Santos et al. (2008a), de acordo com o comportamento de espécies
arboreas em resposta a fertilizacdo fosfatada, o guanandi possui lento crescimento,
implicando em um menor desenvolvimento radicular e exploracdo do solo e com baixa
capacidade de absorcdo de fosforo (P), comparando com as demais espécies.

Para a producdo de mudas de guanandi em escala comercial, € indispensavel o
planejamento de estratégias para otimizar sua producdo, visando reduzir o tempo de
producdo, aumentar as chances de obtencdo de individuos mais vigorosos e evitar

técnicas dispendiosas.

1.2 Microrganismos e o desenvolvimento vegetal

Os microrganismos podem atuar de forma a melhorar ou mesmo promover o
desenvolvimento de plantas, sendo que, isolados endofiticos de um hospedeiro podem,
inclusive, facilmente colonizar hospedeiros de espécies distintas de Annona (Silva et al.,
2006). Considerando a vasta biodiversidade microbiana e especificidade nas
colonizagdes de plantas hospedeiras, o perfil quimico de espécies endofiticas ainda é
pouco estudado, mas ja é possivel afirmar que o entendimento destas interacdes pode
resultar no estabelecimento de fontes alternativas de substancias de interesse para a
humanidade, bem como a reducdo da contaminacdo ambiental pela atividade agricola
(Santos et al., 2008b). Acredita-se que espécies endofiticas podem ter evoluido a partir
de fungos patogénicos possuidores de longos periodos de laténcia ou que perderam sua
viruléncia (Wang et al., 2007). Segundo Ma et al. (2011), os microrganismos
endofiticos podem ser eficientes no estabelecimento de plantas em programas de
remediacdo em solos contaminados por metais pesados.

A interacdo benéfica microrganismo-planta pode depender, dentre varios
outros fatores, do ambiente, da espécie microbiana, do genotipo e do estado fisiologico
da planta, induzindo assim a resisténcia sistémica contra patégenos, como demonstrado
por Tucci et al. (2011) em tomate, usando cepas de Trichoderma. Mecanismo como este

pode ter contribuicdo significativa para a planta, potencializando a expressao de alguns
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genes de resisténcia em pepino, inoculado com Trichoderma asperellum (Shoresh et al.,
2005).

A acdo sinergistica de fungos deste género e de outras espécies microbianas
pode ser de fundamental importancia para respostas benéficas as plantas (Mathivanan et
al., 2005). As interacbes com outros organismos podem ter surgido pela evolugéo
resultante de vérias formas de parasitismo em outros fungos, combinado ao amplo
oportunismo ambiental (Druzhinina et al., 2011).

Os nutrientes indispensaveis para o crescimento e desenvolvimento das plantas
muitas vezes ndo se encontram de forma disponivel no solo. Assim, destaca-se a
relevancia de uma parcela da comunidade microbiana edéafica por sua habilidade em
mineralizar fosforo (P) organico e solubilizar P inorganico, permitindo a liberacdo deste
elemento assimilavel as plantas (Souchie e Abboud, 2007).

Atualmente, é comum o uso de inoculantes comerciais de diferentes espécies
microbianas que beneficiam algumas culturas vegetais de interesse, sendo sua eficiéncia
geralmente dependente de fatores, como o tipo de substrato e o estadgio de
desenvolvimento vegetal no momento da inoculacdo (Mwangi et al., 2013).

O isolamento seletivo e inoculacdo destes microrganismos pode ser uma
alternativa promissora como biofertilizantes na producdo vegetal em sistemas agricolas
mais sustentaveis visando, principalmente, favorecer a acdo sinergistica entre varias
estirpes (Esitken et al., 2010; Stefan et al., 2013).

1.3 Trichoderma spp.

Fungos do género Trichoderma sdo encontrados naturalmente em solos e se
destacam pela alta versatilidade no seu ciclo de vida e interacbes com outros
organismos, além de possuirem habilidades como a promoc¢do do crescimento de
plantas, decomposicdo da matéria organica e antagonismo eficiente contra
fitopatdgenos.

Ampla diversidade metabodlica é verificada neste género, sendo esta uma
justificativa para avaliar a eficacia de cepas como inoculantes para maximizar a
formacdo de mudas de espécies arboreas de interesse. Tais microrganismos, pela

producdo de metabdlitos secundarios, podem reduzir a mortalidade de mudas
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dependendo da densidade do in6culo (Vinale et al., 2008a; Carvajal., 2009; Hohmann et
al., 2011)

Vaérios pesquisadores tém dedicado seus estudos para entender as diversas
razbes da capacidade de Trichoderma spp. proteger espécies vegetais, sendo este
amplamente comercializado como biopesticida e biofertilizante (Vinale et al., 2008b).
Analisando a espécie Trichoderma harzianum, Adams et al. (2007) constataram seu
potencial para uso em revegetacdo e estabilizacdo de solo, em locais com vegetacao
arborea cultivada para rebrota e producéo de biocombustiveis. Segundo Altomare et al.
(1999), essa espécie possui a capacidade para solubilizar e, em alguns casos, quelar
compostos de nutrientes de distintas plantas.

De acordo com Sofo et al. (2012), Trichoderma harzianum T-22 possui
capacidade de promover o crescimento radicular de porta-enxerto de Prunus cerasus X
Prunus canescens estimulando maior area radicular para sua colonizagdo, reforgando
assim o comportamento simbiotico e o aumento da capacidade de absorcdo de agua e
nutrientes pela planta.

Cinco isolados de Trichoderma harzianum foram avaliados por Rawat et al.
(2011) em associagdo com plantas de trigo, em condigGes de estresse salino, sendo este
um fator abiotico limitante para a produtividade da cultura envolvendo estresse
osmotico e deficiéncia de nutrientes. Observou-se o fato da colonizacao das raizes por
estes fungos resultar em alivio das condi¢cBGes ambientais adversas, produzindo
fitormonios de crescimento, solubilizacdo de nutrientes ndo disponiveis e aumento da
concentracdo de enzimas antioxidantes. Estes ndo somente produzem metabdlitos
benéficos, como também induzem as plantas a produzirem compostos para sua propria
defesa.

De acordo com Silva Filho e Vidor (2001), o potencial de solubilizacdo de
microrganismos depende dos fatores nutricionais do substrato. Fungos do género
Trichoderma sdo indicados como eficientes para solubilizar fosfatos e incrementar a
fertilidade do solo e o crescimento de plantas de mangue (Saravanakumar et al., 2013).

Segundo Bae et al. (2009), um isolado endofitico, Trichoderma
hamatum, colonizando a raiz de Theobroma cacao, favoreceu o crescimento radicular
resultando em maior aquisicdo de agua e, consequentemente, protelou os efeitos
negativos do estresse hidrico. Em plantas de Arabidopsis, foi observado estimulo ao
desenvolvimento de raizes laterais e aumento da produgdo de biomassa, com a

inoculacdo do fungo Trichoderma virens, pela maior producdo de auxina, um
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fitormoénio que desempenha um papel chave no desenvolvimento do vegetal (Cornejo et
al., 2009).

Foi demonstrado por Souza et al. (2008) que a espécie Trichoderma
stromaticum, mesmo considerada uma indutora de resisténcia a fitopatdgenos como
Moniliophthora perniciosa, foi incapaz de induzir a resisténcia e o crescimento de
plantas de cacau, possivelmente pelos niveis de resisténcia induzida ndo serem
suficientes para bloguear a infeccdo do patdgeno ou pela resisténcia sistémica adquirida
a M. perniciosa ndo ocorrer em cacau. A inducdo da resisténcia e a promocdo do
crescimento de plantas ndo é uma caracteristica unificada em todo o género e a
atividade no controle bioldgico de Trichoderma stromaticum n&o esta envolvida nestes
processos (Souza et al., 2008).

A influéncia no crescimento de plantas pode ser pelos compostos organicos
volateis oriundos de microrganismos. Hung et al. (2013) demonstraram o efeito destes
compostos volateis emitidos por Trichoderma spp. em Arabidopsis thaliana e
concluiram que hé eficiéncia na promocao do crescimento vegetal, sem contato fisico
entre as espécies. Tais compostos representam uma nova fronteira na selecdo de fungos
(Morath et al., 2012).
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3. OBJETIVOS GERAIS

Isolar fungos do género Trichoderma rizosféricos e endofiticos de raizes de
mudas de guanandi, coletadas em viveiro e em campo.

Avaliar o potencial dos isolados de Trichoderma spp. na solubilizacdo de
fosfatos de célcio, ferro e aluminio.

Avaliar a habilidade dos isolados de Trichoderma spp. na sintese dos
fitormoénios auxina, citocinina e giberelina.

Determinar o efeito de fermentados de Trichoderma spp. no desenvolvimento de

guanandi in vitro.
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Isolamento e avaliacdo da capacidade de solubilizacdo de fosfatos por
isolados de Trichoderma spp. endofiticos e rizosféricos de guanandi

(Calophyllum brasiliense Cambess)

RESUMO - O desenvolvimento de espécies vegetais depende de diversos fatores, com
destaque para a disponibilidade de nutrientes. Nesse sentido, microrganismos
solubilizadores de fosfatos podem maximizar o desenvolvimento de plantas, pela
disponibilizagdo de nutrientes, principalmente fdésforo (P) e, ou producdo de
fitormbnios. Com este trabalho, objetivou-se testar a habilidade de fungos do género
Trichoderma em solubilizar fosfatos de calcio, ferro e aluminio, isolados do interior das
raizes e rizosfera de guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess). Uma planta de
guanandi encontrada em campo e outra cultivada em viveiro foram escolhidas para o
isolamento dos microrganismos. Para tanto, raizes finas foram coletadas, levadas para
laboratdrio e feito o isolamento utilizando meio de cultura seletivo TSMC, especifico
para Trichoderma. A partir de guanandi coletado em campo, foram obtidos 12 isolados
deste género que, para os testes de capacidade das trés fontes fosfatadas supracitadas,
foram cultivados em caldo batata dextrose (BD), adicionado das respectivas fontes.
Nestes testes, também foi utilizada uma cepa de T. asperellum, a partir de um inoculante
comercial. Em seguida, procedeu-se a centrifugacdo das culturas e o sobrenadante foi
extraido para deteccdo da solubilizacdo por colorimetria em espectrofotbmetro (725
nm). Dentre os isolados testados, observou-se trés deles capazes de solubilizar fosfato
de calcio, 12 solubilizadores de fosfato de ferro e trés que solubilizam fosfato de
aluminio. Desta forma, ha isolados do género Trichoderma que podem beneficiar o
desenvolvimento vegetal, tanto pela sua conhecida capacidade antagonista a fungos
fitopatogénicos, quanto pela habilidade de solubilizagéo e disponibilizagdo de fosfatos.

Palavras-chave: fungo, inoculantes, célcio, ferro, aluminio

ABSTRACT - Plant growth depends of several factors mainly the nutrient availability.
P-solubilizing microorganisms can increase the plant growth by nutrient availability
mainly P and or phytohormones production. This work aimed to evaluate the ability to

solubilize calcium, iron and aluminum phosphates by Trichoderma fungi isolate from
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the endophytic root environment and rhizosphere of C. brasiliense Cambess. Two
seedlings were collected, one from field and other from nursery conditions to isolate
them. Fine roots were collected and isolation of Trichoderma isolates were performed
using TSMC medium. Twelve fungi isolates from the field seedling were obtained.
These isolates were incubated in potato dextrose medium added with three P sources
separately. One T. asperellum commercial strain was also evaluated. Growth media
containing the isolates were centrifugated and supernatant extracted to determine the P
solubilization colorimetrically in spectrophotometer. Three fungi isolates were capable
to solubilize calcium phosphate while 12 solubilized iron phosphate and three aluminum
phosphate. Therefore, there are Trichoderma isolates able to improve the plant growth
through the antagonistic capacity to pathogenic fungi or their ability to solubilize

phosphates.

Key words: fungi, inoculum, calcium, iron, aluminum

1. INTRODUCAO

Guanandi (Calophyllum brasiliense Camb. (Clusilaceae) é uma espécie nativa
do Brasil encontrada principalmente no centro-oeste, norte e sudeste do pais. Destaca-se
por apresentar algumas particularidades importantes em programas de reflorestamento,
principalmente pela sua habilidade em crescer em ambientes alagados (Oliveira e Joly,
2010).

A comunidade microbiana edéafica, de modo geral, atua cooperativamente para
0 bom desenvolvimento de plantas. Sendo assim, destaca-se a importancia das
investigacOes, visando a compreensdo da diversidade e a dindmica destas espécies, ja
que a interagdo planta-microrganismo pode favorecer a propagacao de espécies vegetais
de interesse (Singh et al., 2011).

Fungos do género Trichoderma sdo comuns em solos, possuem ampla
diversidade de espécies e sdo caracterizados por diversas habilidades, destacando a
promocdo do crescimento e desenvolvimento de plantas, fato que justifica os trabalhos

de isolamento e selecdo das espécies deste género, visando seu uso para incrementar a
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producdo de mudas (Hagn et al., 2007; Bae et al., 2009; Cornejo et al., 2009; Tucci et
al., 2011; Rawat et al., 2011; Sofo et al., 2012).

Espécies rizosféricas de Trichoderma podem ser selecionadas para uso como
inoculantes, que atuam no controle biologico de fitopatdgenos e estimulam o
crescimento e o desenvolvimento vegetal (Avis et al., 2008).

Algumas cepas deste género sdo encontradas no ambiente endofitico e ndo
causam nenhum dano ao hospedeiro, potencializando as possibilidades de aplicagdes,
prioritariamente, a promocdo de crescimento e controle de patdgenos em plantas
(Santos e Varavallo, 2011). O uso de inoculantes visando & promogéo do crescimento de
plantas depende da boa selecdo, a partir do isolamento de espécies microbianas,
consideradas eficientes para a obtencdo de plantas saudaveis (Minaxi et al., 2012).
Segundo Sandoval et al. (2012), o estresse térmico € o principal fator que reduz a
sobrevivéncia de esporos de Trichoderma harzianum, enquanto o método de
desidratagdo ndao tem nenhum impacto negativo sobre 0s esporos.

O incremento de massa fresca e seca da parte aérea de maracujazeiro pelo uso
de Trichoderma spp. foi constatado por Santos et al. (2010). Villalobos et al. (2013)
sugerem o uso de Trichoderma asperellum em mangueiras (Mangifera indica L.) para o
aumento da produtividade e desenvolvimento vegetal, em razdo do potencial como
agente de controle bioldgico. Além disso, Su et al. (2012) e Tan e Ting (2012) relataram
que esta espécie fangica é promissora para possiveis usos em biorremediacdo, como
biossorventes.

As espécies Trichoderma koningii, T. polysporum, T. harzianum e T. viridae
foram apontadas por Gava e Menezes (2012) como eficientes no controle de patégenos
de solo e apresentaram ativa colonizacdo da rizosfera. A selecdo de novos isolados de
Trichoderma pode ser uma estratégia adequada para minimizar ou evitar o uso de
pesticidas quimicos (Mondéjar et al., 2011).

A colonizacgdo de raizes por Trichoderma spp. pode alterar substancialmente o
perfil metabdlico da planta, refletindo em fornecimento de energia necessaria a ativacao
do sistema de defesa e promogéo de crescimento vegetal (Brotman et al., 2012). Estas
especies atuam, inclusive, na preservacdo da sanidade de sementes, durante sua
permanéncia no solo, cumprindo a funcdo especifica na regeneracdo natural dos
ecossistemas (Silva et al., 2007).

O desenvolvimento de espécies vegetais depende de diversos fatores, com

destaque para a disponibilidade de nutrientes (Correa et al., 2010). Nesse sentido,
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microrganismos  solubilizadores de fosfatos (MSF) podem maximizar o
desenvolvimento de plantas, pela disponibilizacdo de nutrientes, principalmente P. A
eficiéncia agronémica do uso de fontes fosfatadas é maior, se associadas com espécies
microbianas solubilizadoras de P, uma vez que a combinacdo destas pode aumentar a
sustentabilidade da producédo agricola em um sistema de reutilizagdo de P, a partir de
residuos oriundos do metabolismo microbiano (Hameeda et al., 2008; Postma et al.,
2010; Shrivastava et al., 2011).

A maior parte do fosfato natural ndo pode ser absorvida pelas plantas, sendo o
excesso uma das principais causas de eutrofizacdo de corpos hidricos. O principal foco
dos pesquisadores ndo é a eliminacdo da adubacdo fosfatada, mas sua reciclagem pela
atividade microbiana (Xiang et al., 2012). Os MSF maximizam o desenvolvimento de
plantas e podem ser eficientes mesmo em condi¢des de estresse salino (Antoum, 2012;
Srinivasan et al., 2012). A eficiéncia da solubilizacdo de fosfatos depende tanto da fonte
fosfatada como da presenga de diferentes fontes de carbono e nitrogénio para os MSF
(Barroso et al., 2006). Quanto maior a atividade microbiana, maior é a disponibilidade
de P, podendo ser estimulado pela alta concentracdo de C em residuo de tremoco, como
demonstrado por Elgharably e Marschner (2011).

Segundo Altomare et al. (1999), Trichoderma harzianum é capaz de solubilizar
fosfatos e, com isso, promover o desenvolvimento de plantas. De acordo com Singh et
al. (2010), esta espécie fungica pode melhorar as atividades antioxidantes de soja para
aplicacdes na industria alimenticia.

A contribuicdo de Trichoderma asperellum T34 em disponibilizar ferro para
plantas de pepino em solo calcario foi demonstrada por Santiago et al. (2013). Ja
Oliveira et al. (2012), constataram a capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio em
todos os isolados fungicos testados deste género.

Objetivou-se com esta pesquisa isolar e avaliar a capacidade de solubilizagéo
de fosfatos, de fungos do género Trichoderma a partir do interior das raizes e rizosfera

de guanandi, coletado em campo e em viveiro.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem

Mudas de guanandi foram cultivadas em viveiro, durante 120 dias, em tubetes,

utilizando solo (horizonte B de um Latossolo Vermelho), coletado na éarea de
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preservacdo permanente do IF Goiano — Campus Rio Verde, GO. As mudas foram
irrigadas diariamente (sistema automatizado). Para o isolamento de fungos do género
Trichoderma, a partir de planta em campo, foi escolhido um individuo situado nas
coordenadas Latitude 17° 48 1.692” S e Longitude 50° 53 57.0696” W. O sistema
radicular ou parte dele, com solo aderido ao mesmo, foi coletado de uma planta de
viveiro e um individuo em campo, acondicionados em caixa isotérmica e levados ao

Laboratorio de Microbiologia Agricola da instituicdo para processamento.

2.2 Isolamento de fungos rizosféricos

Foram transferidos 10g de fragmentos da raiz com solo aderido para um
erlenmeyer contendo 90 mL de agua peptonada. Este foi deixado em agitacdo (90 rpm)
por 1 hora para retirar o solo da rizosfera do guanandi, efetuar as diluicdes seriadas e
posterior plagueamento das diluicdes 107 10 e 10™.
2.3 Isolamento de fungos endofiticos

As raizes foram lavadas em agua corrente para retirada do solo aderido,
posteriormente deixadas em agitacdo com Tween 80 e enxaguadas até a remocao total
do mesmo. Para eliminar a microbiota da superficie externa das raizes, estas foram
tratadas com alcool (70%), durante 1 minuto, hipoclorito de sodio (2 %), por 3 minutos,
novamente com alcool 70% e agua destilada esterilizada, para a remocao das solucdes
utilizadas. Foram selecionados fragmentos intactos para posterior inoculacdo em meio
seletivo.

Para o isolamento de fungos rizosféricos e endofiticos do género Trichoderma,
foi utilizado o meio de cultura seletivo TSMC (Trichoderma Selective Medium with
Captan). Apds a inoculacdo em superficie das trés diluicdes a partir do solo rizosférico,
e também dos fragmentos do tecido radicular, as placas foram incubadas a 25 °C. Com o
aparecimento das unidades formadoras de colbnias (UFC) de fungos, foi feita a
repicagem, usando 0 meio BDA (Agar Batata Dextrose). No 13° dia de incubacéo, foi
avaliada a frequéncia de colonizacdo dos fragmentos radiculares, considerando a

seguinte férmula:

n? de fragmentos colonizados* 100

Frequéncia de colonizacido =
n® total de fragmentos
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2.4 ldentificacdo dos isolados fungicos

Apo6s o isolamento dos fungos, foram observadas suas caracteristicas
culturais em meio BDA e realizado o microcultivo de cada um deles. Foi utilizado o
programa ANATIQUANTI para mensurar o tamanho dos esporos nas observacfes

microscopicas (Aguiar et al., 2007).

2.5 Determinacdo da capacidade de solubilizacdo de fosfato in vitro
2.5.1 Teste qualitativo

Os fungos do género Trichoderma obtidos a partir da rizosfera de guanandi e
do tecido radicular, foram cultivados em meio GELP com precipitado de CaHPO,
(10%), conforme Sylvester-Bradley et al. (1982), com o intuito de verificar a ocorréncia

de halo transparente entorno do micélio de isolados solubilizadores.

2.5.2 Teste quantitativo

Os isolados foram cultivados em meio BD com CaHPO,, FePO, e AIPQOy,
separadamente, e incubados sob agitacdo durante 15 dias. Para a solubilizacdo de
CaHPO,4 e AIPO, foi também testada a cepa Trichoderma asperellum T22, isolada a
partir do inoculante comercial Trichodermax EC®.

Para a quantificacdo da capacidade de solubilizacdo, foi feita a curva de
calibracdo para obter as concentracdes crescentes, em que foi utilizada uma solucédo
estoque de 4cido fosférico (20 mg mL™). A partir desta, foram retirados 0, 100, 200,
300, 500, 700 e 900 pL e adicionada agua destilada até completar o volume de 1,0 mL.
Posteriormente, foi adicionado 1,0 mL do reagente de trabalho (0,4 g acido ascorbico;
100 mL da solugdo 725 — 1,0 g de subcarbonato de bismuto, 68 mL de acido sulfurico,
300 mL de agua destilada/ 20 g de molibdato de aménio, 68 mL de acido sulfurico, 300
mL de agua destilada; 900 mL de &gua destilada), em todos os tubos da curva padréo.

Foi retirado 1,5 mL das culturas para centrifugacao a 8000 rpm, por 10 minutos
sob refrigeracdo (4 °C). Foi transferido 1,0 mL do sobrenadante para tubos de ensaio e
adicionado 1,0 mL do reagente de trabalho. Apds agitagdo e a manutencdo em repouso,
durante 20 minutos, foi determinada a solubilizagdo de fosfatos em espectrofotometro
(725 nm).



33

2.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos & andlise de variancia e as meédias relativas a
capacidade de solubilizacao de fosfatos, comparadas pelo teste Scott-Knott (5%), com o
auxilio do software estatistico SISVAR (Ferreira, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da muda de guanandi cultivada em viveiro, foram isolados 30 fungos
rizosféricos e 12 endofiticos. J& a partir da muda em campo, foram isolados 83 fungos
rizosféricos e 18 endofiticos.

Dentre os isolados da planta cultivada em viveiro, ndo foi encontrado nenhum
pertencente ao género Trichoderma, enquanto, dos fungos isolados de guanandi
coletado em campo, foram encontrados oito na rizosfera e quatro no ambiente
endofitico da raiz (Figuras 1 e 2).

Guanandi cultivado em campo possibilitou o isolamento de maior densidade de
microrganismos e fungos do género Trichoderma, certamente, pela maior concentracao
de matéria organica e solo com maior diversidade de espécies vegetais que 0 solo
utilizado para cultivo de mudas em viveiro. Tendo em vista que as mudas de viveiro
foram cultivadas sob condicBes de maior estresse: baixa concentracdo de matéria
organica, sistema radicular confinado em tubete e solo de horizonte B, naturalmente,
menor densidade de espécies microbianas deveria ser encontrada.

A frequéncia de colonizagéo dos fragmentos do tecido da raiz foi de 47,5% em
13 dias de incubacdo. Considerando a frequéncia de fungos do género Trichoderma,
observou-se maior incidéncia de endofiticos deste género, sendo que foram

identificados 9,63% rizosféricos e 22,22% endofiticos.
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Figura 1 — Isolados de Trichoderma spp. obtidos a partir da rizosfera de guanandi

coletado em &rea de preservacdo permanente, em Rio Verde, GO. Esporos:
RC14M: C — 25,19 u, L — 16,41 y; RC15M: C — 25,07 {4, L — 18,054;
RC24M: C — 24,47 p, L — 15,89 y; RC25M: C — 25,54, L — 16,89 u;
RC27M: C — 27,11 u, L — 15,78 u; RC28M: C — 26,91 , L — 16,94 ;
RC30M: C — 28,58 1, L — 19,20 p; RC83M: C — 28,92 W, L — 17,57 u (C =

comprimento, L = largura).
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Figura 2 — Isolados de Trichoderma spp. obtidos a partir do interior das raizes de

guanandi coletado em &rea de preservacdo permanente, em Rio Verde, GO.
Esporos: ECOM: C — 28,39 4, L — 18,81 u; EC1I0M: C —29,33 4, L — 17,54
M; EC1IM: C — 25,77 4, L — 16,16 y; EC12M: C - 25,31, L— 17,53 u (C

= comprimento, L = largura).

Em meio GELP sélido, ndo foi possivel observar a capacidade de solubilizacédo
de CaHPO,, em razdo do rapido crescimento dos isolados testados. Dentre os isolados
cultivados em meio BD, com as fontes fosfatadas supracitadas, observou-se um isolado
capaz de solubilizar CaHPO,, 12 solubilizadores de FePO, e dois que solubilizam
AIPO,. Desta forma, ha isolados do género Trichoderma que podem beneficiar o
desenvolvimento vegetal, tanto pela sua conhecida capacidade antagonista a fungos
fitopatogénicos, quanto pela habilidade de solubilizacdo e, ou disponibilizacdo de
fosfatos.

Todos os isolados de Trichoderma spp. demonstraram capacidade de
solubilizacdo de FePO, (Tabela 1). No caso da solubilizacdo de AIPO,4, somente 0s
isolados EC10M e EC12M demonstraram tal capacidade. Similarmente, esses isolados e
0 RC28M foram capazes de solubilizar CaHPQO,. Trichoderma asperellum T211 foi o
isolado que mais solubilizou AIPO,4, mas ndo foi capaz de solubilizar CaHPO4(Tabela
1). O controle consistiu em meio BD com a fonte fosfatada somente.



Tabela 1. Teor de P solubilizado por isolados fungicos do género Trichoderma em
meio liquido, na presenca de fosfato de célcio, ferro e aluminio.

ISOLADO CaHPO, FePO, AIPO,
----------------------------- UG ML e

RC14M 4,12 d 524b 0,73 e
RC15M 4,39 d 513b 0,56 h
RC24M 4,53 ¢ 552b 0,599
RC25M 4,33 d 538b 0,41i
RC27M 421d 554D 0,56 h
RC28M 5,54 a 6,09 a 0,61g
RC30M 4,41d 6,45 a 0,58 h
RC83M 543b 599a 0,75¢€
ECOOM 535D 574 a 0,67 f
EC10M 5,67 a 580a 1,00 c
EC11M 520b 567D 0,67 f
EC12M 5,96 a 593a 1,61b
T. asperellum 4,19d NT 3,17a
Controle 532b 2,92 ¢ 0,91d

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%). RC =
isolado rizosférico; EC = isolado endofitico; NT = linhagem ndo testada.

Avaliando a comunidade de Trichoderma na rizosfera de Coffea arabica em
floresta nativa, Mulaw et al. (2010), constataram, por métodos moleculares, alta
diversidade de espécies pertencentes a este género. Técnicas para aumentar a populacédo
microbiana rizosférica sdo indispensaveis para otimizar os efeitos benéficos no
crescimento, produtividade e resisténcia do vegetal, e reduzir os problemas associados
com o uso de produtos quimicos sintéticos (Avis et al., 2008). Microrganismos
endofiticos, ndo causando nenhum dano para o vegetal, sdo de grande interesse na
aplicacdo em programas de producdo de plantas em escala comercial (Santos e
Varavallo, 2011). O uso de meio seletivo é indispensavel para o isolamento de
microrganismos alvo, ja que as préaticas culturais podem alterar quantitativamente a
microbiota do solo (Gil et al., 2009).

Fungos do género Trichoderma sdo estratégicos para 0 uso como inoculantes, a
fim de maximizar a producdo de mudas de espécies arboreas, ja que alguns isolados
possuem a capacidade de solubilizar nutrientes presentes no solo, porem indisponiveis
as plantas. Além disso, algumas espécies microbianas produzem fitorménios que
estimulam o enraizamento, elongacdo de caule ou ampliacdo da parte aérea. O

comportamento ecoldgico e a capacidade de colonizacdo em raizes de estirpes de
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Trichoderma devem ser incluidos como critérios de selecdo, para posterior inoculagéo
em plantas (Miranda et al., 2006). Estirpes microbianas selecionadas e inoculadas
devem ser capazes de competir com patdgenos, cooperar com outros microrganismos
benéficos e favorecer a nutricdo e o desenvolvimento vegetal (Richardson et al., 2009).

Kapri e Tewari (2010) isolaram 14 linhagens de Trichoderma sp. a partir da
rizosfera de diferentes espécies vegetais e constataram a capacidade de solubilizacdo de
fosfatos em todas elas, em diferentes proporcdes. Os mecanismos de captacdo de P
dependem da capacidade do microrganismo de colonizar a raiz da planta, revelando
determinante a distribuicdo e a atividade metabolica de isolados microbianos para a
preparacgéo de inoculantes (Behbahani, 2010).

De acordo com John et al. (2010), plantas de soja apresentam maior
crescimento da parte aérea e da raiz quando inoculadas com Trichoderma viride. A
solubilizagdo de fosfatos por microrganismos desempenha importante papel no
fornecimento de P para as plantas. Neste sentido, fungos de outros géneros, como
Aspergillus e Penicillium sdo similarmente eficientes (Mittal et al., 2008; Coutinho et
al., 2012). O uso de espécies solubilizadoras de fosfatos como biofertilizantes ¢ uma
abordagem eficaz para substituir ou minimizar a dependéncia por adubos quimicos
(Mamta et al., 2010). A aplicacdo de Trichoderma spp. combinada com outras espécies
microbianas pode ser uma boa estratégia para incrementar o crescimento, absorcdo de
nutrientes e a producdo vegetal (Rudresh et al., 2005).

Carvajal et al. (2009) relataram o potencial solubilizador de fosfatos em 20%
de 101 isolados de Trichoderma spp. Badawi et al. (2011) demonstraram que
Trichoderma harzianum possui maior habilidade de solubilizar fosfatos, em

comparagdo com Bradyrhizobium spp. e Serratia marscescens.

4, CONCLUSOES

O isolamento de Trichoderma spp. em meio seletivo, a partir da rizosfera e do
ambiente endofitico do tecido radicular de guanandi, é mais apropriado utilizando
plantas cultivadas em campo do que em viveiro.

Os isolados de Trichoderma spp. avaliados solubilizam fosfatos em diferentes
proporcdes e tém potencial de uso como inoculantes, para incrementar a formacao de

mudas de guanandi.
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CAPITULO I

PRODUCAO DE FITORMONIOS POR ISOLADOS FUNGICOS DO
GENERO Trichoderma DE GUANANDI (Calophyllum brasiliense
CAMBESS)
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Producéo de fitorménios por isolados fungicos do género Trichoderma

de guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess)

RESUMO - A capacidade metabdlica de alguns microrganismos em produzir
fitormonios é importante na selecdo e aplicacdo de algumas estirpes, visando melhorar
ou mesmo promover o crescimento vegetal. Fungos do género Trichoderma séo
eficientes na sintese destes compostos, justificando seu isolamento e selecdo para
posterior aplicacdo para promover o crescimento vegetal. Objetivou-se com este
trabalho verificar a habilidade de isolados de Trichoderma endofiticos e rizosféricos de
guanandi em produzir auxina, citocinina e giberelina. Os isolados rizosféricos de
Trichoderma RC14M e RC28M sintetizam AIA e possuem potencial de uso como
inoculante para promover o crescimento e o desenvolvimento de mudas de guanandi.
Isolados rizosféricos de Trichoderma sdo mais eficientes que a cepa comercial
Trichoderma asperellum T211 na producdo de AIA. Os isolados endofiticos de
Trichoderma ndo demonstram capacidade de producdo de AIA e nenhum dos isolados

rizosféricos ou endofiticos, pertencentes a esse género, produz citocinina ou giberelina.

Palavras-chave: microbiota edafica, fungos endofiticos, auxina, citocinina, giberelina

ABSTRACT - The metabolic capacity of some microorganisms to produce
phytohormones is important on screening and application of some strains in order to
improve the plant growth. Some Trichoderma isolates are effective in the synthesis of
these compounds. Therefore, studies focused on isolation and screening for subsequent
application to plant growth promoting are strategic. This work aimed to determine the
ability of endophytic and rhizospheric Trichoderma isolates to produce auxin (IAA),
cytokinin and gibberellin. The isolates were obtained from C. brasiliense Cambess. The
rhizosphere isolates RC14M RC28M synthesize IAA. They have potential to be used as
inoculum increasing the seedling growth of C. brasiliense Cambess. Rhizospheric
isolates of Trichoderma showed higher potential to produce 1AA than the commercial
strain T. asperellum T211. The endophytic isolates did not show its ability, while none
of the isolates produce cytokinin or gibberellin.
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Key words: soil microorganisms, endophytic fungi, auxin, cytokinin, gibberellin

1. INTRODUCAO

O isolamento de algumas espécies microbianas é de interesse para uso
posterior como inoculantes pelos beneficios da interagdo planta-microrganismo, visando
aumentar o potencial do crescimento vegetal, a resisténcia a patdgenos e a tolerancia aos
estresses abiodticos, como seca e salinidade. Além disso, quando inoculadas em
sementes, podem aumentar o indice de germinagdo e a velocidade de emergéncia de
plantulas (Diniz et al., 2009; Groppa et al., 2012; Hermosa et al., 2012).

A sintese de fitormonios pode ser caracteristica de alguns microrganismos e a
determinacéo desta habilidade é estratégica, sendo que a concentracdo destes compostos
pode ser determinante. Foi demostrado por Kochar et al. (2011) que o drastico aumento
nos niveis de auxinas, pela inducdo de sua producdo por Pseudomonas fluorescens,
desfavoreceu o desenvolvimento de raizes de sorgo e sugerem que a engenharia
metabolica pode ser usada para gerar e potencializar estirpes microbianas de interesse.
Segundo Soares et al. (2007), elevadas concentracGes de citocininas podem afetar
negativamente o alongamento de primordios radiculares. Diante disso, justificam-se
estudos para a quantificacdo da producédo destes por espécies microbianas para posterior
inoculacdo, estabelecendo a relacdo planta-microrganismo.

E considerada também a atividade conjunta de varios fitormonios (Chiwocha et
al., 2005). Segundo Ferreira et al. (2007), os reguladores auxina, citocinina e giberelina
atuam em conjunto, tanto na promoc¢do da germinacdo, como na manutencdo do
crescimento do epicotilo e hipocotilo resultando na rapida emergéncia de plantulas de
Passiflora edulis. A principal auxina nos vegetais superiores € o &cido indol-3-acético
(AlA), sendo a mais abundante e de maior relevancia fisioldgica, estando envolvida em
atividades bioldgicas, incluindo a capacidade de promover o alongamento celular em
coleoptilos e segmentos de caules, divisdo celular em culturas de calos em presenca de
citocininas, formagdo de raizes adventicias em folhas ou caules destacados. As
citocininas regulam a divisdo celular na parte aérea, raizes e retardam a senescéncia
foliar. As giberelinas podem estimular o crescimento do caule, sdo importantes para o
crescimento da raiz, regulam a transicdo da fase juvenil para a fase adulta, influenciam a

iniciagdo floral, promovem o desenvolvimento do pdlen, o crescimento do tubo
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polinico, a germinacdo e o desenvolvimento de plantulas (Taiz e Zeiger, 2009; Pio et
al., 2012).

Fungos do género Trichoderma possuem relevancia e impactam a comunidade
microbiana rizosférica e, ocasionalmente, estabelecem interacdo positiva dentro das
raizes. Dentre o0s diversos microrganismos promotores do crescimento vegetal,
destacam-se os fungos deste género, pois também induzem, em alguns casos, a
resisténcia do vegetal frente aos estresses bidticos e abioticos (Carvajal et al., 2009;
Fontenelle et al., 2011). De acordo com Korolev et al. (2008), tratamentos com
Trichoderma aumentam o crescimento de Arabidopsis thaliana, independentemente do
genoétipo. Mesmo ndo sintetizando fitormonios, algumas estirpes podem induzir a
sintese pelo proprio vegetal (Sofo et al., 2011).

O AIA produzido por Trichoderma atroviride, a partir de diferentes
precursores, pode estar envolvido no estimulo ao crescimento vegetal de tomateiro
(Gravel et al. 2007). Esse fitorménio atua estimulando o crescimento de raizes,
incrementando sua ramificacdo e, consequentemente, a area de explora¢do do solo,
resultando em maior promocdo do crescimento vegetal (Verma et al., 2010). Entre os
microrganismos testados por Badawi et al. (2011), encontra-se Trichoderma harzianum
que possui a habilidade de produzir AlA e que estimulou o desenvolvimento de plantas
de amendoim.

A producdo de auxinas por microrganismos, em alguns casos, pode ser
considerada um dos principais meios para favorecer a promogdo do crescimento de
plantas e depende das condi¢des de cultivo (Sridevi e Mallaiah, 2007a; Sridev e
Mallaiah, 2007b; Dastager et al., 2010). A interacdo de espécies vegetais com
Trichoderma harzianum implica em alteracBes sistémicas nos teores de diversos
fitormonios e pode ter implicacdes fisioldgicas no crescimento e resisténcia da planta
(Medina et al., 2011). Além disso, esta espécie pode influenciar também no teor de
nutrientes e produtividade em tomate (Nzanza et al., 2012). A maioria dos isolados do
género Trichoderma testados por Oliveira et al. (2012) produziram AIA com ou sem 0
precursor L-triptofano.

Com este trabalho, objetivou-se avaliar a capacidade de producgédo de auxina,
citocinina e giberelina por isolados fangicos do género Trichoderma, endofiticos e

rizosféricos de guanandi.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados isolados de Trichoderma spp. oriundos da rizosfera e do
interior das raizes de guanandi, e a linhagem Trichoderma asperellum T211 isolada a
partir do inoculante comercial Trichodermax EC®. As analises foram realizadas no
Laboratdrio de Microbiologia Agricola da instituicao.

2.1 Producéo de Acido Indol Acético (AIA)
2.1.1 Cultivo dos isolados de Trichoderma spp. em meio liquido

Todos os isolados tiveram a concentracdo de esporos padronizada para 10°
UFC mL™?, por meio de diluicdo com solucdo salina (0,9%). Os isolados foram
cultivados em meio liquido BD (Batata Dextrose), adicionado de triptofano (1%). A

incubacéo foi realizada sob agitacdo (90 rpm) por 13 dias, na auséncia de luz.

2.1.2 Determinacdo de AIA

Para a determinacdo quantitativa, inicialmente foi feita a curva de calibracéo,
em que foi preparada uma solucéo estoque de AIA (300 pg mL™) e diluida em &gua
destilada para a obtencdo das crescentes concentragdes (0, 10, 20, 50, 100, 210, 430 e
500 pL mL™).

Apbs a centrifugacdo das culturas (8000 rpm, 4°C, por 10 minutos), foi retirado
1,0 mL do sobrenadante, transferido para tubos de ensaio e adicionado 1,0 mL do
reagente de Salkowski (0,629 FeCls.6H,0; 33mL H,0; 50mL H,SO,). Estes foram
deixados em repouso, durante 15 minutos, no escuro, e entdo determinada a producéo
de AIA, por colorimetria em espectrofotometro (530 nm) (Gordon e Weber, 1950;
Pereira et al., 2012).

2.2 Produgéo de Citocinina e Giberelina
Para avaliar a producdo de citocinina e giberelina pelos isolados do género

Trichoderma, foi utilizado o método sugerido por Cattelan (1999).

2.2.1 Cultivo dos isolados
Os fungos foram cultivados em meio BD por oito dias. Apos este periodo, as

culturas foram centrifugadas (6000 rpm, a 4 °C por 10 minutos).
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2.2.2 Germinag&o de sementes de rabanete
Sementes de rabanete foram passadas em peneira com 2 mm de abertura
(ABNT 10) e germinadas sobre folhas de papel de filtro umedecidas em placas de Petri.

Estas foram incubadas no escuro a 25 °C, por 35 horas.

2.2.3 Determinacgéo da producéo de citocinina e giberelina

Apols a germinacdo, os hipocétilos e os cotilédones foram separados e
transferidos para placas de Petri com papel filtro umedecido com o sobrenadante de
cada isolado. Especificamente, foram utilizados 10 cotilédones menores e 10
fragmentos dos hipocotilos padronizados para 3 mm. Em seguida, foram incubados a 24
°C por 72 horas sob luz fluorescente fraca continua, para comparacao da biomassa dos
cotilédones e o comprimento dos hipocotilos, em relagdo ao controle. O controle

consistiu em papel de filtro umedecido apenas com o meio esterilizado.

2.3 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias relativas a
capacidade de sintetizar auxina, citocinina e giberelina, comparadas pelo teste Scott-
Knott (5%), com o auxilio do software SISVAR (Ferreira, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Foi verificada a capacidade de producdo de AIA por dois isolados de
Trichoderma spp. obtidos da rizosfera de guanandi, em meio BD contendo triptofano.

Né&o foi detectada a producdo deste fitormonio pelos isolados endofiticos (Tabela 1).

Tabela 1. Sintese de &cido indol acético (AIA) por isolados de Trichoderma spp.

endofiticos e rizosféricos de guanandi, em meio BD adicionado de triptofano

(1%)

ISOLADOS DE SINTESE DE AIA

Trichoderma sp. (ug mL™
RC14M 1,82b
RC15M 1,30 ¢c
RC24M 1,46 c
RC25M 1,38 ¢
RC27M 1,56 ¢

RC28M 2,18 a




RC30M 149¢
RC83M 1,32¢
ECO9M 121c
EC10M 1,25¢
EC11M 1,24 ¢
EC12M 147c
T. asperellum 1,36 ¢c
Controle 1,27 ¢

—— —— ————— |
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).*RC = isolado

rizosférico; EC = isolado endofitico

Né&o foi detectada a producdo de citocinina e giberelina em nenhum dos
isolados testados, j& que houve diferenca somente entre os hipoc6tilos e ndo houve
diferenca entre os cotilédones de rabanete, em nenhum dos tratamentos avaliados
(Tabela 2).

Tabela 2. Sintese de citocinina e giberelina por isolados de Trichoderma spp.
endofiticos e rizosféricos de guanandi

ISOLADO DE CITOCININA GIBERELINA
Trichoderma sp. cotilédones (g) hipoc6tilos (mm) + cotilédones (g)

RC14M 0,050 a 3,625 ¢ 0,050 a
RC15M 0,015a 3,375¢ 0,015a
RC24M 0,020 a 3,875Db 0,020 a
RC25M 0,050 a 4,750 a 0,050 a
RC27M 0,035a 3,125¢ 0,035a
RC28M 0,040 a 5,250 a 0,040 a
RC30M 0,035 a 3,500 ¢ 0,035a
RC83M 0,035 a 4,250 b 0,035a
EC09M 0,050 a 4,000 b 0,050 a
EC10M 0,040 a 4,125 b 0,040 a
EC11M 0,040 a 4,500 b 0,040 a
EC12M 0,035 a 3,000 c 0,035a

T. asperellum 0,040 a 4,125b 0,040 a
Controle 0,040 a 3,125 ¢ 0,040 a

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%) *RC =

isolado rizosférico; EC = isolado endofitico.

As auxinas promovem o crescimento de caules e coledptilos e inibem o
crescimento de raizes (Taiz e Zeiger, 2009). Isolados de Trichoderma testados por
Oliveira et al. (2012), foram capazes de produzir AIA e o uso do precursor L-triptofano

proporcionou efeito positivo como indutor para a sintese deste fitormonio. Gravel et al.
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(2007) verificaram a producgéo de AIA por T. atroviride, utilizando os precursores L-
triptofano, triptamina e triptofol. A espécie T. harzianum também possui a capacidade
de produzir este fitorménio, segundo Badawi et al. (2011).

A partir da inoculacdo de microrganismos produtores de citocinina, ocorre o
aumento do peso dos cotilédones e, para os produtores de giberelina, aumenta o
tamanho dos hipocotilos e o peso dos cotilédones (Cattelan, 1999). Além do papel na
divisdo celular na parte aérea e em raizes, as citocininas afetam outros processos, tais
como desenvolvimento vascular, dominancia apical e senescéncia foliar. As giberelinas
estimulam tanto o alongamento quanto a diviséo celular (Taiz e Zeiger, 2009).

Sugere-se a selecdo de Trichoderma spp. para a producdo de fitormonios,
visando posterior uso como inoculantes para incrementar o0 crescimento e 0
desenvolvimento de guanandi, uma vez que ndo € uma habilidade unificada para todo o

género.

4. CONCLUSOES

Os isolados rizosféricos de Trichoderma RC14M e RC28M sintetizam AlA e
possuem potencial de uso como inoculante para promover 0 crescimento e 0
desenvolvimento de mudas de guanandi.

Isolados rizosféricos de Trichoderma sdo mais eficientes que a cepa comercial
Trichoderma asperellum T211 na producéo de AlA.

Os isolados endofiticos de Trichoderma ndo demonstram capacidade de
producdo de AIA e nenhum dos isolados rizosféricos ou endofiticos, pertencentes a esse

género, produz citocinina e giberelina.
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Propagacao in vitro de mudas de guanandi (Calophyllum brasiliense

Cambess) inoculadas com fermentados de isolados fungicos

RESUMO: Sendo o guanandi uma espécie arborea de grande interesse em programas
de reflorestamento, justifica-se o estabelecimento de estratégias para maximizar a
obtengdo de mudas em escala comercial. Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a
influéncia de fermentados de fungos na propagacéo in vitro de guanandi. Inoculando o
explante em meio MS e acrescentando o fermentado esterilizado de Trichoderma spp.,
com ou sem tratamento térmico, podem ser usados para aumentar o crescimento dos

explantes.

Palavras-chave: Trichoderma spp., reflorestamento, vegetacao arborea

ABSTRACT - C. brasiliense Cambess is an interesting tree species to be used on
reforestation programs. In this way, researches focused on establishment of strategies to
maximize the nursery production under commercial scale are justified. This work aimed
to evaluate the influence of fermented fungi on C. brasiliense Cambess propagation
under in vitro conditions. The explants inoculated in MS medium, amended with
sterilize fermented with or without heat treatment can be used to enhance the explant

growth.

Key words: Trichoderma spp., reforestation, trees

1. INTRODUCAO

A crescente demanda por produtos florestais tem aumentado a busca sobre 0s
remanescentes de vegetacdo nativa, e com isso, induzido uma nova postura
preservacionista, com relacdo as florestas tipicas dessa vegetacdo. Verifica-se nos
programas de reflorestamento com espécies nativas, que além dos problemas de
fornecimento de sementes com qualidade e em quantidade suficientes para suprir a
demanda, as técnicas de producdo de mudas ainda sdo entraves para 0 sucesso desses

projetos (Hernandez et al., 2012).
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A producdo de mudas para o setor florestal € justificada quando h&
disponibilidade de gendtipos de alta produtividade e, ou a semente é insumo limitado.
Nestas condi¢cdes, muitas das espécies nativas, possuem restricdes para producdo de
mudas via sementes durante todo o ano, por causa da sazonalidade para obtencdo das
mesmas, estas tém o tempo de germinacdo longo e ser alta a variagdo na taxa de
germinacdo (Lorenzi, 1992; Silva et al., 2010).

O guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess) € uma espécie arborea de
grande interesse em reflorestamento visada pelo alto valor de sua madeira que é
utilizada para diversos fins. Além disso, a casca e o latex sdo usados na medicina
popular e veterinaria destacando-se em terapias medicinais. Outra grande vantagem da
planta é que se adaptada bem a condi¢bes de sombra parcial e prevalece em solos mal
drenados (Alvarado et al., 2007; Souza et al., 2009; Albernaz et al., 2010; Mata et al.,
2011; Teixeira et al., 2011; Garen et al., 2011; Lemos et al., 2012). Segundo Silva et al.
(2010), a taxa de germinacdo do guanandi esta entorno de 15 a 90% e o tempo de
germinacdo é de 145 dias, indisponibilizando grandes quantidades de mudas no
mercado, fato este, que torna relevante os processos de propagacdo vegetativo desta
espécie.

Diante do exposto, justifica-se a busca de alternativas para maximizar a
propagacdo de mudas de guanandi e sob este contexto, o cultivo in vitro é recorrido
qguando a propagacdo sexuada € insatisfatoria. Como via alternativa de propagacédo
assexuada, a micropropagacdo via organogénese direta estabelece a diferenciagdo de
brotacdes e raizes durante o crescimento do vegetal. Para a inducdo dos processos de
desdiferenciacdo e rediferenciacdo responsaveis pela formacdo de tecidos e érgdos,
além da escolha do explante mais adequado, é necessario o uso de regulador de
crescimento capaz de estimular a formacéao de parte aérea e raizes (Kielse et al., 2009).
Assim, as multiplicacbes de clones com a qualidade desejada, sdo obtidas com
explantes como 0s segmentos nodais, que sdo mais apropriados para o estabelecimento
in vitro, quando comparados com explantes reprodutivos, como as sementes (Assis et
al., 2011).

Estudos realizados por Yadav et al. (2013) asseguram que plantas
micropropagadas possuem melhor desempenho no seu crescimento, se especies
microbianas s&o inoculadas na fase de aclimatizagcdo, aumentando o indice de
sobrevivéncia das mudas. De acordo com Altomare et al. (1999), Diez et al. (2012) e

Oliveira et al. (2012) na comunidade microbiana edafica, destacam-se fungos do género
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Trichoderma, pelas inimeras habilidades destes em favorecer o crescimento e o
desenvolvimento de plantas, atuar na expressdo de genes relacionados a defesa
sistémica do vegetal, na solubilizacdo de fosfatos e micronutrientes presentes no solo,
bem como pela producéo de fitormonios.

Atribui-se a vérias espécies de Trichoderma o aumento no crescimento de
plantas destinadas a producdo de mudas como o Trichoderma asperellum, indicado por
Tchameni et al. (2011), como sendo essencial na promoc¢éo do crescimento de plantas
de cacau (Theobroma cacao L.). Da mesma forma, de acordo com Pedro et al. (2012),
cepas de Trichoderma harzianum, T. strigosum e T. theobromicola podem proporcionar
aumentos superiores a 30% na producdo de matéria seca da parte aérea de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris). Segundo Hohmann et al. (2011), espécies de Trichoderma
aumentam o crescimento de mudas de pinus (Pinus radiata ).

Frequentemente, as brotagOes produzidas in vitro sdo induzidas em meio de
cultivo adicionados de citocininas e subsequentemente, estas brotagdes sdo enraizadas
em um meio contendo auxina (Nicioli et al., 2008). Assim, para quebrar a dominancia
apical dos brotos e aumentar a taxa de multiplicacdo sdo utilizadas as citocininas, ja as
auxinas, apesar de ndo promoverem a proliferacdo de brotacGes axilares, podem auxiliar
o crescimento do cultivo in vitro, induzindo a formacdo de raizes (Grimaldi et al., 2008;
Kielse et al., 2009).

Segundo Borges et al. (2011), para a obtencdo de melhores resultados na
propagacdo vegetativa in vivo de plantas, em certas condicdes, a aplicagdo de
substancias promotoras de enraizamento, como as auxinas (naturais ou sintéticas)
também é viavel. Em condi¢cbes de campo, tais substancias podem ser sintetizadas por
microrganismos, contribuem para o aumento da area de superficie da raiz e
incrementam o desempenho do vegetal.

Assim sendo, averigua-se a importancia em considerar a condugdo de estudos
de propagacdo de mudas in vitro utilizando a interagdo planta-microrganismo, uma vez
que produtos sintetizados por fungos e bactérias podem ser essenciais para a obtencédo
de bons resultados na producdo de mudas (Golubevet al., 2011; Sosa-Rodriguez et al.,
2013). Portanto, objetivou-se com este trabalho avaliar a influéncia de metabdlitos em

meio de cultura oriundos do cultivo de fungos na propagacéo in vitro de guanandi.
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2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Microbiologia Agricola e no
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto Federal Goiano - Campus Rio
Verde.

2.1 Aquisicdo do material vegetal

As sementes de guanandi foram adquiridas da empresa Tropical Flora
Reflorestadora, com sede administrativa e comercial situada em Santo André, SP.
Realizou-se a selecdo manual e o descarte das sementes mal formadas. As sementes
utilizadas contendo diasporos (endocarpo+tegumento) foram escarificadas manualmente
para retirada do endocarpo. Em seguida, foram tratadas com Standak Top® (composto
de fipronil, tiofanato-metilico e piraclostrobina). Utilizou-se 2 mL do produto
adicionado de 50 mL de agua para cada 1 kg de sementes. Estas foram imersas na
solucdo antes do plantio.

As sementes tratadas foram germinadas em porcdes de 100 em bandejas
plésticas (50 x 35 x 8 cm), contendo areia peneirada e substrato Bioplant®, totalizando
200 sementes, 100 para cada substrato. A germinacdo das sementes foi acompanhada e
as mudas irrigadas periodicamente, de acordo com a necessidade.

Apbs 90 dias da semeadura, os segmentos nodais foram retirados com

aproximadamente 4,0 cm de comprimento, e utilizados como fonte de explantes.

2.2 Preparo dos inoculantes fangicos para inoculacdo dos explantes de guanandi
Dos isolados fungicos obtidos a partir da raiz e rizosfera de guanandi e de um
inoculante comercial, quatro foram selecionados de acordo com a habilidade em

solubilizar fosfato e produzir fitorménio, sendo estes:

e RC28M - fungo do género Trichoderma isolado a partir da rizosfera de
guanandi;

e RC82M - fungo néo esporulante isolado a partir da rizosfera de guanandi;

e EC12M - fungo endofitico do género Trichoderma isolado de guanandi;

e Trichoderma asperellum T211 — cepa obtida a partir do inoculante comercial

Trichodermax EC®.
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Os fungos selecionados foram cultivados em meio de cultura Batata Dextrose
(BD), durante sete dias. A contagem de esporos para padronizagdo do inoculante foi
realizada em camara de Neubauer, com o auxilio do Sistema para Contagem de Esporos
Microbianos CALIBRA (Santos et al., 2011).

O inéculo de cada isolado fingico foi padronizado para 10° esporos mL™, com
excecdo do isolado RC82M, j& que este isolado ndo produz esporos. Em seguida, as
culturas de cada isolado foram centrifugadas (Marca: Fanem, Mod. 206 BL), a 3500
rpm por 10 minutos para coletar o sobrenadante. Parte do sobrenadante foi esterilizada
em autoclave (Autoclave vertical Marca: Primatec) a 121°C, 1 kgf.cm™, 20 minutos e
parte somente filtrada (Membrane filters — MFS/ 02uM/25mm), ndo recebendo nenhum

tratamento térmico (Figura 1).

\
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Figura 1 — Isolamento de fungos endofiticos e rizosféricos de guanandi e obten¢ao do

sobrenadante (fermentado).

2.3 Estabelecimento in vitro

Retirou-se segmentos nodais de plantas-matrizes e estes foram submersos em
recipientes com agua corrente, contendo duas gotas de detergente (Tween 80), durante
20 minutos. Em seguida, os segmentos nodais foram imersos por 30 segundos em alcool
70% (v/v) e 15 minutos em solugdo de hipoclorito de sédio (20 %) (2,5% de cloro
ativo). A triplice lavagem foi feita em camara de fluxo laminar (Marca: Veco/ Mod.

FUH 12), com agua destilada esterilizada.
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O meio utilizado no estabelecimento foi MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)
com 50% dos sais, solidificado com 3,5 g L' de &gar (Marca: Dindmica®),
suplementado com 3% de sacarose. O pH foi ajustado para 5,7 = 0,3 antes da
autoclavagem (Autoclave vertical Marca: Phoenix Mod. 415) .

Em camera de fluxo laminar, os segmentos nodais foram padronizados com
aproximadamente 2,5 cm e inoculados em tubos de ensaio (25 x 150 mm), contendo 20
mL de meio de cultivo MS. Em seguida, adicionou-se 1 mL de fermentado de quatro
isolados fungicos, autoclavados ou esterilizados em filtro (Membrane filters — MFS/
02uM/25mm) (Figura 2).

Os tubos inoculados foram mantidos, em sala de crescimento, temperatura de
25 + 3°C, fotoperiodo de 16 horas, com radiacéo fotossintética ativa de 45-55 pmol m™
s, durante 30 dias. Ap6s este periodo, os explantes foram transferidos para um novo
meio de cultivo, idénticos aos que lhes deram origem e mantidos sob as mesmas

condigdes de cultivo.

—I_ — \f/ ( ) |-
1 —
—_— Meio de cultive
~ S — S MS-50%
Explante de Meic de cultive
zoni | [Mad

Figura 2 — Inoculagdo dos explantes de guanandi em meio MS adicionado de

fermentado obtido do cultivo de fungos selecionados.

2.4 Andlise estatistica

Diariamente, foram feitas contagens para avaliar a porcentagem de
contaminagdo fungica e bacteriana. Apos 30 e 60 dias de cultivo, avaliou-se o
comprimento dos explantes, numero de folhas e gemas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com nove
tratamentos, contendo 25 repeti¢cBes, cada uma constituida por um tubo de ensaio,

totalizando 225 unidades experimentais.
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Os dados numéricos foram avaliados estatisticamente, mediante a analise de
variancia, testando as médias pelo teste de Scott-Knott (5%), utilizando o software
SISVAR (Ferreira, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A viabilidade de multiplicacdo in vitro de guanandi em associacdo com 0s
fermentados flngicos € aceitavel, visto que em todos os tratamentos houve a
regeneracdo de plantulas, inclusive, com a formagdo de raizes em alguns dos
tratamentos testados.

Por meio de observacdes visuais, verificou-se que em todos os tratamentos
houve regeneracdo dos segmentos nodais em plantulas, que eram bem formadas, sem
oxidacGes ou com formacdes de calos. Quanto a coloracdo dos explantes, estes se
mantiveram verdes. Observou-se também que a producéo de folhas teve inicio ap6s 15
dias de inoculacgdo (Figura 3).

Quanto a emissdo de raizes, isto foi observado nos tratamentos adicionados
com os fermentados dos isolados RC28M (autoclavado), EC12M (filtrado) e no
controle aos 30 dias (Figura 4). Da mesma forma aos 60 dias, obteve-se também a
formacédo de raizes nos explantes tratados com fermentados de T. asperellum (filtrado e
autoclavado), RC28M (filtrado) e RC82M (autoclavado) (Figura 5). As poucas raizes
formadas eram Unicas e finas com comprimento médio de 0,78 cm aos 30 dias e 0,87
cm aos 60 dias (Figuras 4 e 5).

Figura 3 — Explantes de guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess) com 15 dias de

incubagdo com os diferentes fermentados oriundos de isolados fingicos.
A) T. asperellum (autoclave); B) T. asperellum (filtro); C) RC28M
(autoclave); D) RC28M (filtro). E) EC12M (autoclave); F) EC12M (filtro);
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G) RC82M (autoclave); H) RC82M (filtro); I) Controle. Rio Verde-GO,

2012. Barra: 10 mm. Foto: Maira Paixdao Resende.

Figura 4 — Explantes de guanandi com 30 dias de incubagdo com os diferentes
fermentados oriundos de isolados fungicos. A) T. asperellum (autoclave); B)
T. asperellum (filtro); C) RC28M (autoclave); D) RC28M (filtro). E)
EC12M (autoclave); F) EC12M (filtro); G) RC82M (autoclave); H) RC82M
(filtro); 1) Controle. Rio Verde-GO, 2012. Barra: 10 mm. Foto: Maira

Paixdo Resende.

Figura 5 — Explantes de guanandi com 60 dias de incubagdo com os diferentes

fermentados oriundos de isolados fungicos. A) T. asperellum (autoclave); B)
T. asperellum (filtro); C) RC28M (autoclave); D) RC28M (filtro). E)
EC12M (autoclave); F) EC12M (filtro); G) RC82M (autoclave); H) RC82M
(filtro); I) Controle. Rio Verde-GO, 2012. Barra: 10 mm. Foto: Maira

Paixdo Resende.

Nas avaliagdes realizadas aos 30 dias, quanto a contaminacdo, os explantes
incubados com fermentados de 7. asperellum autoclavado e filtrado, RC28M
autoclavado e filtrado, EC12M autoclavado e filtrado e RC82M autoclavado e filtrado,

tiveram indice de contaminantes de 8 a 48%. Ja aos 60 dias, essa taxa foi de 16 a 60%.
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O indice de contamina¢do dos explantes incubados somente com meio BD esterilizado

foi de 20% em 30 dias e 36% em 60 dias (Tabela 1).

Tabela 1. Percentual de contaminacgao dos explantes guanandi (Calophyllum brasiliense
Cambess), aos 30 e 60 dias de cultivo in vitro. Rio Verde, GO, 2013.

ISOLADOS CONTAMINACAO
30 DIAS (%) 60 DIAS (%)
Controle* 20,0 36,0
T. asperellum — autoclave 8,0 16,0
T. asperellum — filtro 24,0 24,0
RC28M - autoclave 4.0 20,0
RC28M - filtro 8,0 16,0
EC12M - autoclave 8,0 16,0
EC12M - filtro 8,0 8,0
RC82M - autoclave 4.0 20,0
RC82M - filtro 48,0 60,0

*RC: isolado rizosférico; EC: isolado endofitico.

Quanto ao numero de gemas e de folhas, avaliadas aos 30 dias de cultivo,
constatou-se que ndo houve diferenga entre os tratamentos, no entanto, quanto ao
comprimento médio, o0s explantes contendo fermentado dos isolados EC12M
autoclavado, e RC82M autoclavado e filtrado cresceram menos que os demais
tratamentos obtendo médias de 2,80; 3,00; 2,90, respectivamente (Tabela 2).

Nas avaliacGes ocorridas aos 60 dias, nota-se que também ndo houve
diferencas para nimero de gemas e de folhas, sendo que as diferencas se mantiveram
apenas no comprimento médio dos explantes em que os tratamentos controle, RC28M
filtrado, EC12M autoclavado, RC82M autoclavado e filtrado obtiveram menores
médias: 4,00; 3,60; 2,90; 3,00; 3,32, respectivamente (Tabela 2).



Tabela 2. Crescimento de guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess) com o uso de
fermentados de fungos, aos 30 e 60 dias de cultivo in vitro. Rio Verde, GO, 2013.

METABOLITOS N° GEMAS N° FOLHAS COMPRIMENTO

30dias 60dias 30dias 60dias 30dias 60 dias

Controle 1,60a* 1,80a 2,20a 2,60a 400a 4,00b

T. asperellum — autoclave  2,20a  2,20a 3,40a 3,60a 430a 4,70a
T. asperellum — filtro 200a 2,00a 2,60a 340a 400a 430a
RC28M — autoclave 240a 2,80a 360a 420a 4,90 a 5,00 a
RC28M — filtro 1,80a 1,80a 4,00a 3,80a 3,70a 3,60b
EC12M — autoclave 1,80a 2,00a 2,00a 1,80a 2,80b 290D
EC12M — filtro 260a 3,20a 3,60a 420a 4,60 a 5,18a
RC82M — autoclave 200a 240a 2,60a 3,00a 3,00b 3,00b

RC82M — filtro 1,80a 2,00a 2,80a 280a 290b 332b

*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott(5%). *RC:

isolado rizosférico; EC: isolado endofitico.

E crescente o nimero de pesquisas que abrangem as técnicas de cultura de
tecidos vegetais, é uma ferramenta biotecnoldgica que promove a producdo de mudas
em escala comercial. Além disso, e notorio o beneficio da inoculacdo de algumas
espécies microbianas para aumentar o crescimento e desenvolvimento vegetal (Pinhal et
al., 2011; Montafiez et al., 2012).

A associacdo benéfica entre fungos, bactérias e plantas micropropagadas, é
avaliada por alguns pesquisadores que garantem o sucesso dessa jungdo, como no
trabalho feito por Sofo et al. (2012) que estudaram o efeito de Trichoderma harzianum
linhagem T-22 em brotos micropropagados de GiSeLa6® (Prunus cerasusxPrunus

canescens).
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Percebe-se que o uso de inoculantes microbianos em plantas micropropagadas
€ mais estudado na fase de aclimatizacdo em que hé relatos de sua importancia no bom
desenvolvimento das plantulas (Yadav et al., 2013).

Sabe-se também que a inoculacdo de fungos do género Trichoderma em
plantas favorece o crescimento e inibe o estabelecimento de patdgenos, aumentando as
chances de obter maior nimero de individuos saudaveis, sendo que o sucesso depende,
em parte, da concentracdo de conidios viaveis (Medina et al., 2011; Wijesinghe et al.,
2011; Sandoval et al., 2012).

A promocédo do crescimento de plantas por microrganismos € tida em funcgéo
de diversos fatores, incluindo a sintese de compostos estimulantes, como os fitormonios
(Badawiet al., 2011; Oliveira et al., 2012). Diante disso, justificam-se trabalhos com o
uso de metabdlitos oriundos de espécies microbianas para aumentar o crescimento

vegetal in vitro.

4. CONCLUSAO

Fermentados de Trichoderma spp., com ou sem tratamento térmico, podem ser
usados para aumentar o crescimento dos explantes nas etapas iniciais do cultivo in vitro

de guanandi.
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