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Solubilizagdo de fosfato e produgao de AIA por Trichoderma'.
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RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial de produ¢do de acido indol
aceético (AlA) e de solubilizagdo de fosfato, in vitro,
por isolados de Trichoderma spp. Isolados de
Trichoderma foram repicados para Erlenmeyer (100
mL) contendo meios BD (batata e dextrose) na
presengca de L-triptofano, como precursor para
biossintese de AlA. Para a avaliagdo da capacidade
de solubilizag&o de fosfato, isolados foram repicados
para Erlenmeyer (100 mL), contendo meio NBRIP
(modificado). Apos andlise colorimétrica,
determinaram-se os teores de AlA e fosforo soluvel.
Quanto a solubilizacado de fosfato, todos os isolados
testados foram capazes de solubilizar fosfato em
meio NIBRIP, sendo que o isolado JCO-UFT 85
apresentou concentragdo crescente no periodo de
avaliagdo variando de 4,81 a 2547 ug mL™ e o
isolado TR-HAR apresentou maior solubilizagao
chegando a 30,72 ug mL™ no 12° dia. Para AIA,
todos os isolados foram capazes de produzir AIA no
meio de cultura avaliado, suplementado com L-
triptofano.

Termos de indexagdo: L-triptofano, acido indol
acético, fosfato tri-calcico.

INTRODUGAO

Os mecanismos de promogao de crescimento
vegetal por microrganismos do solo podem ser
diretos e indiretos. Os diretos podem ser a produgao
de hormoénios, ou outra substancia analoga a estes,
gue influenciam no crescimento ou desenvolvimento
da planta, ou ainda suprindo suas necessidades
nutricionais pela solubilizagdo de fosfatos (Gravel et
al., 2007). Ja os beneficios indiretos podem ser pela
acao de microrganismos por meio da supressao de
patégenos (Harman et al., 2004; Gava & Menezes,
2012).

A produgdo de AIA por fungos tem sido
reportada, evidenciando a capacidade de fungos em
sintetizar AIA na rizosfera de plantas, podendo
proporcionar o desenvolvimento radicular (Carvalho
Filho, 2008).

Quanto a capacidade de solubilizagdo de
fosfatos, diversos microrganismos do solo, como os
fungos, solubilizam diferentes formas de fosfatos
inorganicos. Kapri & Tewari (2010) destacaram o

potencial de solubilizagdo de fosfato por isolados de
Trichoderma spp. em meio de cultura, indicado
pelas concentragdes de fosfato soluvel (ug mL™).

A utilizagdo de microrganismos que possuem a
capacidade de realizar este tipo de solubilizagao tem
sido empregada como forma de substituir ou reduzir
0 uso de fertilizantes fosfaticos sollveis, pois dessa
forma havera melhor aproveitamento dos fosfatos
naturais. Portanto, uma maior compreensdao da
eficiéncia e capacidade de Trichoderma em
solubilizar fosfato e sintetizar AlA, além do potencial
no biocontrole de doengas, podera favorecer a
selegdo de cepas potencialmente Uteis para
disponibilizar o fésforo agregado a fontes de baixa
solubilidade para o uso na agricultura,
principalmente nos solos do cerrado.

Assim, o estudo teve como objetivo avaliar o
potencial de solubilizagdo de fosfato e a capacidade
de sintetizar AlA, ambos in vitro, usando isolados de
Trichoderma spp. oriundos do produto Trichoplus
JCO fertilizantes e isolados obtidos de solos do
cerrado tocantinense.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Microbiologia da Universidade
Federal do Tocantins — Campus de Gurupi. Os
isolados de Trichoderma spp. avaliados neste
estudo foram obtidos junto a JCO Fertilizantes e
Bioprodutos e fazem parte do mix de fungos que
formam o produto Trichoplus (Tabela 1). Outros seis
isolados foram obtidos de solos de varzea no
municipio de Lagoa da Confusdo no estado de
Tocantins. A espécie de Trichoderma controle
identificada e que faz parte do produto Trichoplus &
o isolado TR-HAR (Trichoderma harzianum). Outros
dois isolados, também sdo identificados e fazem
parte do Trichoplus JCO (TR-GOK e TR-EUC). Os
demais isolados foram identificados
morfologicamente conforme Martins et al. (2008).

Para o ensaio de solubilizagdo de fosfato in vitro
os isolados de Trichoderma spp. foram cultivados
inicialmente em meio BDA (batata, dextrose e agar)
a 28 °C, por sete dias. A partir dessas col6nias
foram retirados oito discos de aproximadamente 5,0
mm de didmetro, contendo micélio e esporos e
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repicados para Erlenmeyer (100 mL), onde foram
testados quanto ao potencial de solubilizagdo de
fosfato in vitro em meio NBRIP modificado (Nautyal,
1999), contendo os seguintes ingredientes (g L™):
glicose, 10,0; MgCl,.6 H,0, 5,0; MgS0,4.7H,0, 0,25;
KCI, 0,2; (NH4),SO,4 0,1. Foram adicionados ao
meio, 50 mL de K,HPO, (10%) e 100 mL de CaCl,
(10%), para formacgédo de precipitado insoluvel de
fosfato de calcio (CaHPO,).

A estimativa quantitativa de solubilizacdo de
fosfato foi realizada em triplicata em delineamento
inteiramente ao acaso. A incubacédo foi realizada a
28+1 °C em um agitador a 150 rpm durante doze
dias. Foram feitas avaliagbes aos trés, seis, nove e
doze dias apds a repicagem. Para a determinagao
da concentracao de fosforo (P) soluvel utilizou-se o
método colorimétrico de Murphy & Riley (1962),
subtraindo-se o P soluvel contido nos tratamentos
pelo contido na amostra controle (meio de cultura
com fosfato e sem indculo).

Para as avaliagbes foram utilizadas uma parte do
reagente, 0,5 ml da amostra filtrada mais 5mL de
agua destilada para cada amostra. Apdés 25 minutos
de reagdo o P soluvel foi quantificado em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 725
nm de absorbancia. A curva padrdo para
quantificacdo de P foi feita a partir do fosfato de
potassio monobasico (KH,PO,) e as concentragbes
calculadas em ug mL™.

Para a producao de AIA in vitro, os isolados
foram transferidos, através de discos de
aproximadamente 5,0 mm de didmetros contendo o
micélio e esporos do fungo, para frascos de
Erlenmeyer (100 mL) contendo 80 mL com o meio
BD na presenga de L-triptofano. A concentragdo de
L-triptofano utilizada foi de 100 mg L™, sendo
utilizadas trés repetigbes por isolado para cada
tratamento em cada meio utlizado, em
delineamento inteiramente ao acaso. Apods trés,
seis, nove e doze dias de crescimento sob um
agitador rotatorio (100 rpm) a 28 + 2 °C, a massa
fungica foi separada por centrifugagdo a 10.000 rpm
por 10 minutos. Para a analise colorimétrica de AIA
(Gordon & Weber, 1951) foram utilizados uma parte
do reagente de Salkowski [FeCl; 0,5 mol L+ HCIO,
(35%)] e duas partes do sobrenadante obtido de
cada isolado.

(@) fitormobnio foi quantificado em
espectrofotdbmetro em 530 nm. As concentragdes,
em pyg mL™, foram calculadas a partir de uma curva
padrdo com concentragbes conhecidas da forma
sintética do hormédnio (0 a 100 pg mL™), cujas
leituras foram a base para calcular a concentragao
de AIA nas amostras.

Os dados foram submetidos a analise de
varidncia e ao teste de agrupamento de médias

XXXV cONGRESSO BRASILEIRO DE CIENCIA DO SOLO

28 de julho a 2 de agosto de 2013 | Costao do Santinho Resort | Florianépalis | SC

Scott-Knott a 5% de probabilidade utilizando o
programa estatistico ASSISTAT versao 7.6 beta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira avaliagdo, aos trés dias de
crescimento, a concentragdo de fosfato no meio
variou de 2,03 a 18,92 yg mL™ entre os tratamentos
com inoculagdo, com os isolados JCO-UFT 110 e
TR-HAR sendo superiores (p<0,05) aos demais
isolados (Tabela 2).

A concentragao de fosfato variou de 6,38 a 18,95
pug mL™ nos filtrados de cultura dos isolados de
Trichoderma na segunda avaliagdo (seis dias), com
os isolados JCO-UFT 63 (18,95 pyg mL™) e JCO-

UFT 78 (1854 pug mL™")  apresentando
concentragoes significativamente superiores
(p<0,05). Aos nove dias de crescimento, as

concentragdes encontradas para os isolados JCO-
UFT 63, JCO-UFT 85, JCO-UFT 87 e TR-EUC
(21,19, 23,49, 2098 e 2488 ug mL*Y
respectivamente), foram superiores (p<0,05) aos
demais isolados.

Na avaliagdo aos doze dias, o isolado TR-HAR
apresentou concentracao de fosfato de 30,72 ug mL"
! superior (p<0,05) aos demais isolados. A
concentragao de fosfato significativamente mais
baixa foi registrado para o filtrado de cultura do
isolado TR-GOK, que variou de 5,42 a 13,38 ug mL*
nas quatro épocas de avaliagao.

A diminuigdo e/ou estabelecimento, da
concentragdo de fosfato solubilizado, na ultima
avaliagdo, aos doze dias apos a repicagem (Tabela
2), para alguns isolados, pode ter sido em funcéo da
utilizagado pelos fungos para os processos celulares
(Figura 1). O aumento inicial na concentragdo de
fosfato, dos trés aos seis dias, seguido por uma
diminuicdo gradual no filtrado de cultura foi
reportado em outros trabalhos (Nautiyal, 1999; Kapri
& Tewari, 2010). A diminuicdo da concentracao de
fosfato aos nove dias por alguns isolados pode ser
correlacionada com a sua fixagdo no micélio de
Trichoderma, e segundo Kapri & Tewari (2010), este
fosfato podera ser libertado de uma forma
facilmente disponivel em estreita proximidade com
as raizes apos a lise de micélio com a idade.

Quanto a capacidade de sintetizar acido indol
acetico (AlA), todos os isolados produziram AIA no
meio de cultura BD suplementado com L-triptofano
(Tabela 3). Aos trés dias de avaliagao as maiores
médias foram observadas para os tratamentos com
os isolados TR-EUC (1,1 pg mL™) e TR- GOK (0,9
ug mLY) (Tabela 3). No sexto dia de avaliagso,
destaque para o isolado JCO-UFT 110 (1,36 yg mL’
1. Ja no nono dia de avaliagdo, o isolado JCO-UFT
110 apresentou a maior média (p<0,05) (3,1 yg mL"



Y. Na avaliagdo aos doze dias de crescimento,
destaque novamente para o isolado JCO-UFT 110.

Houve aumento, na média geral, da
concentracao de AIA ao longo do periodo de
avaliagéo (Figura 2), possivelmente em fungéo do
aumento no crescimento microbiana,
consequentemente no metabolismo.

Carvalho Filho (2008) concluiu que alguns
isolados de Trichoderma revelaram produgédo do
fitohotmoénio AlA, em testes de filtrados de colbnias
com o reagente de Salkowski. Gravel et al. (2007),
também verificaram a produgdo de AIA por um
isolado de T. atroviride, utilizando diferentes meios
de cultura contendo o0s precursores triptofano,
triptamina e triptofol.

A produgdo de AIA pelos isolados de
Trichoderma avaliados sugere o0 uso potencial
desses fungos como promotores do crescimento
radicular de espécies vegetais de importancia
agricola, conforme documentado por Bjorkman
(2004), Resende et al. (2004), Gravel et al. (2007) e
Carvalho Filho (2008).

Estes resultados mostram o potencial de
Trichoderma como possiveis promotores do
crescimento vegetal, tendo em vista a capacidade
de solubilizagao de fosfato e sintese de AlA, porém
€ necessario testes de inoculagdo de Trichoderma
em plantas para avaliagdo do efeito da inoculacao
na promog¢ao do crescimento vegetal, assim como,
no controle bioldgico.

CONCLUSOES

Todos os isolados de Trichoderma estudados
foram capazes de solubilizar fosfato de Calcio em
meio de cultura, onde o melhor resultado foi obtido
pelo isolado TR-HAR.

Todos os isolados usados nesse trabalho foram
capazes de produzir AIA utilizando-se como
percussor o L-triptofano.

O isolado que apresentou melhor desempenho
guanto a producéo de AlA foi o JCO-UFT 110.
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Tabela 1. Isolados de Trichoderma spp. obtidos do
produto Trichoplus JCO e isolados oriundos de
solos de varzea no Tocantins.

Isolados Espécie
JCO-UFT 63 Trichoderma sp.
JCO-UFT 78 Trichoderma sp.
JCO-UFT 85 Trichoderma sp.
JCO-UFT 87 Trichoderma sp.
JCO-UFT 110  Trichoderma sp.
JCO-UFT 111  Trichoderma sp.
TR-SM Trichoderma sp.
TR-GOK T. asperellum
TR-EUC T. harzianum
TR-HAR T. harzianum




Tabela 2. Solubilizagdo de fosfato de calcio (10 g L™) em meio NBRIP (modificado) por isolados de
Trichoderma spp, em diferentes intervalo de tempo (dias)".

Concentragéo de fosfato solubilizado (ug mL™)

Isolados

3d 6d 9d 12d
JCO-UFT 63 8,54 b 18,95 a 21,19 a 24,75 b
JCO-UFT 78 9,73 b 18,54 a 19,78 b 19,72 c
JCO-UFT 85 481c 15,15 b 23,49 a 2547 b
JCO-UFT 87 435¢c 12,74 c 20,98 a 18,53 ¢c
JCO-UFT 110 18,92 a 6,38 d 18,67 b 14,23 d
JCO-UFT 111 4,45¢c 1181c 18,15 b 16,65 d
TR-SMm 2,03d 10,99 c 19,56 b 16,01 d
TR-GOK 582c¢ 7,69 d 13,38 ¢ 542 e
TR-EUC 2,12d 11,09c 24,88 a 20,94 c
TR-HAR 17,03 a 10,33 ¢ 11,87 c 30,72 a

C.V.(%) 2 11,3 16,5 15,2 14,2

T Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%.” Coeficiente de
Variagéo

Tabela 3. Producgo de AIA (ug mL™) por Trichoderma em meio BD na presenca de L-triptofano

Tratamentos AIA (ug mL™Y)
3d 6d 9d 12d
JCO-UFT 63 0,89aC 1,02bC 1,43¢cB 291CcA
JCO-UFT 78 0,73b B 0,97b B 0,97dA 127dA
JCO-UFT 85 0,83bC 1,07bB 1,07dB 1,50d A
JCO-UFT 87 0,70b D 124aC 1,88b B 3,08b A
JCO-UFT 110 0,89aDbD 136acC 3,13aB 3,93aA
JCO-UFT 111 0,77b D 1,17bC 1,58 cB 2,69cA
TR-SMm 0,67b B 1,12bA 1,12d A 1,24d A
TR-GOK 0,98aC 1,07bC 1,42cB 224cA
TR-EUC 1,13aC 126 aC 1,45¢cB 245cA
TR-HAR 0,92aB 0,85cB 0,87eB 1,87dA
C.V.(%) 9,3 11,2 12,2 13,1

T'Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna e maitiscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a
5%. 2 Coeficiente de Variagéo

Fosfato solubilizado (ug mL-1)
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Figura 1: Solubilizacdo de fosfato pelos
isolados de Trichoderma. Meédias dos
isolados.
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Figura 2: Produgao de AlA pelos isolados de
Trichoderma. Médias dos isolados.



