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RESUMO

Aguiar, Kamilla Pereira, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Abril de 2017. Titulo "Incremento da solubilizacdo de fosfato e
promocao do crescimento de plantas de milho pela associacédo de bactérias
benéficas e fungos.” Orientador: Prof. Fabio Lopes Olivares.

O fosforo (P) é um macronutriente de grande importancia para as plantas, porém,
grande quantidade encontra-se indisponivel no solo. Uma alternativa promissora,
visando melhorar a produtividade das culturas é a aplicagdo de microrganismos
solubilizadores de P. Assim, o objetivo do trabalho foi isolar fungos de diferentes
partes da planta de milho e avaliar sua interacdo com bactérias benéficas como
estratégia para o incremento de processos de biomineralizacdo de fosfatos e
promocdo de crescimento de plantas de milho. Os fungos foram isolados da
filosfera, limbo foliar e rizosfera de plantas de milho e sua identificacdo foi
realizada por meio de avaliacbes macro e micromorfolégicas em meio BDA e
técnicas moleculares. A aplicacdo isolada dos fungos identificados, ou em com
bactérias benéficas as plantas foi avaliada quanto a capacidade de solubilizar
fosfato tri-célcico e fosfato de rocha de Araxa, em meio sélido Pikovskaya. A partir
destes resultados, duas interacdes foram escolhidas para posterior teste de
solubilizagcdo em meio liquido: 1) Sinérgicas: Curvularia geniculata (F10) com as
bactérias Herbaspirillum seropedicae RAM 10 (B2) e Serratia marcescens 22 Gl
(B8); 2) Antagbnicas: Curvularia geniculata (F2) com as bactérias Herbaspirillum
seropedicae RAM 10 (B2) e Serratia marcescens 22 Gl (B8). A interagédo fungo-

bactéria mais promissora foi inoculada em sementes de milho suplementadas
viii



com duas fontes fosfatadas. Doze fungos foram isolados de diferentes partes de
plantas de milho. De acordo com as analises moleculares, estes fungos
pertencem as seguintes espécies: Penicilliun kloeckeri (F1), Curvularia geniculata
(F2, F8, e F10), Curvularia lunata (F3, F4, F5, F7 e F9), Fusarium incarnatum
(F6), Trichoderma harzianun (F11) e Aspergillus caesiellus (F12). Das 88
interagbes fungo-bactéria avaliadas, 15 apresentaram halo solubilizador maior
gue a cultura individual em meio sélido suplementado com Caz(PO,4) enquanto 34
apresentaram este potencial em meio sélido suplementado com fosfato de rocha
Araxa. Os fungos F6 e F12 ndo mostraram habilidade para solubilizacéo de P no
meio soélido Caz(PO,4), porém quando co-inoculados com as bactérias
apresentaram efeito solubilizador positivo. O mesmo aconteceu com os fungos F4
e F12 em meio solido fosfato de rocha Araxa. Os isolados capazes de solubilizar
fosfato em meio sélido mantiveram esta habilidade em meio liquido. A inoculagéo
do fungo Curvularia geniculata (F10) e da bactéria Serratia marcescens (B8)
associados as fontes de fosforo influenciou significativamente a maioria das
caracteristicas biométricas avaliadas em plantas de milho, com maiores

incrementos associados a inoculacdo conjunta desses microrganismos.

Palavras-chave: Biotecnologia agricola; bioinsumo agricola; prospeccao

microbiana.



ABSTRACT

Aguiar, Kamilla Pereira, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. April, 2017. Title "Increased phosphate solubilization and growth
promotion of corn plants by the association of beneficial bacteria and fungi.”

Advisor: Prof. Fabio Lopes Olivares.

Phosphorus (P) is an essential macronutrient that plays an important role in plant
growth and development. However, a high content of this nutrient is not available
in soil. In order to improve crop productivity, the application of phosphorus-
solubilizing microorganisms consists in a promising alternative approaches. Thus,
the aim of this study was to isolate fungus from different parts of maize plants and
evaluate its interaction between beneficial bacteria as a strategy to increasing
phosphate biomineralization and growth promotion processes for maize plants.
The fungi strains were isolated from phylosphere, leaf blade and rhizosphere of
maize plants and its identification was performed by macro and
micromorphological observations of strains grown in BDA medium and molecular
analysis. The ability of fungi strains, individual or combined with beneficial
bacteria, for P-solubilization in Pikovskaya solid medium, supplemented with two
phosphate sources (Ca3(PO,) or rock phosphate from Araxa) was evaluated. The
resulting data related to P-biomineralization allowed the selection of two
synergistic interactions (Curvularia geniculata (F10) with both Herbaspirillum
seropedicae RAM 10 (B2) and Serratia marcescens 22 Gl (B8) bacteria) and two
antagonistic interactions (Curvularia geniculata (F2) with both Herbaspirillum
seropedicae RAM 10 (B2) and Serratia marcescens 22 Gl (B8) bacteria) for P-

solubilization assays performed in liquid medium.The more promising fungus-
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bacteria interaction was inoculated in maize seeds supplemented with two
phosphate sources. In this study twelve fungi strains were isolated from different
parts of maize plants. Molecular analysis revealed that fungi strains belong to
following species: Penicilliun Kloeckeri (F1), Curvularia geniculata (F2, F8, and
F10), Curvularia lunata (F3, F4, F5, F7 and F9), Fusarium incarnatum (F6),
Trichoderma harzianun (F11) and Aspergillus caesiellus (F12).From 88 fungus-
bacteria interactions, which have been evaluated, 15 showed solubilization halo
higher than the individual fungus inoculation in solid medium supplemented with
Caz(PO,4) whereas 34 showed this ability in solid medium supplemented with rock
phosphate from Araxa. F6 and F12 fungi strains did not show P-solubilization
ability in solid medium with Caz(PO4). However, positive effect of P-solubilization
was observed when these fungi strains were co-inoculated with the bacteria
strains. Similar results were observed about F4 and F12 fungi strains in solid
medium with rock phosphate from Araxa. The fungi strains, which solubilized
phosphate in solid medium, maintained this ability also in liquid medium. The
inoculation with Curvularia geniculata (F10) and Serratia marcescens (B8)
associated with both phosphorus source interfered significantly the most of
biometric parameters evaluated, with higher increases related to combined

inoculation of these microrganisms.

Keywords: Agricultural biotechnology, agricultural biofuel, microbial prospecting.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de biofertilizantes na agricultura constitui uma prética eficiente
gue estimula a produtividade de diversas culturas sem causar agressdes ao meio
ambiente (Santos et al., 2010). Substituir as elevadas demandas de insumos
sintéticos, como por exemplo, pesticidas e fertilizantes minerais, por materiais
biologicos nativos do solo é caracteristica dos sistemas agricolas sustentaveis.
Tal tecnologia resulta na conservacdo do solo e da agua, além de suprimir
doencas nas plantas e contribuir para a nutricdo vegetal (Pereg & McMillan,
2015).

Entre o conjunto de estratégias e acdes que englobam o uso de insumos
biolégicos na agricultura, a inoculacdo de microrganismos capazes de promover o
crescimento de plantas a partir da disponibilizacdo de nutrientes (biofertilizantes)
representa uma importante alternativa para a producéo agricola sustentavel, e por
isso, tem sido alvo de estudos por diversos grupos de pesquisa (Alves et al.,
2002; Baldotto et al.,, 2012; Busato et al., 2017; Mittal et al., 2008). Alguns
processos microbianos como fixacdo biologica de nitrogénio e solubilizacdo de
fésforo inorganico, desempenham um papel fundamental na oferta complementar
de N e P para as diferentes culturas, contribuindo de forma consideravel para os
varios sistemas de producao (Baldotto et al., 2012).

Para manter a produtividade das diferentes culturas é necessaria a
aplicacdo de grandes doses de fertilizantes fosfatados (Raij, 1991). No entanto, a
agricultura moderna assegura que o uso eficiente do fésforo depende do fésforo
derivado de rocha fosfatica, um recurso nao renovavel, que pode ser esgotado em

poucos anos comprometendo os rendimentos agricolas (Cordell et al., 2009).



Neste contexto, existe na literatura numerosos estudos relacionados com
0 aumento da disponibilidade de fosforo inorganico (Pi) por meio da inoculagéo de
microrganismos solubilizadores de fosfato. Alguns trabalhos tém demonstrado
uma atividade solubilizadora eficiente por fungos dos géneros Aspergillus sp. e
Penicillium sp. (lllmer & Schinner, 1992; Whitelaw, 2000). Outros tém
demonstrado que bactérias do género Acinetobacter promovem o crescimento de
repolho, pepino, margarida, cevada, trigo e grédo, por meio da producédo de
fitormbnios e solubilizacdo de Pi (Kang et al.,, 2009; Peix et al., 2009). Outras
pesquisas apontam o aumento da eficiéncia do uso de rochas fosfatadas quando
associadas com bactérias solubilizadoras de P (Oliveira et al., 2009). A aplicacédo
combinada de fosfato de rocha Araxa com bactérias do género Burkholderia
melhorou de forma significativa o crescimento de plantas das cultivares de
abacaxi “Imperial” e “Pérola” (Baldotto et al., 2014).

Fungos e bactérias ocupam nichos similares no solo e podem se
relacionar sinergicamente, beneficiando o desenvolvimento das plantas. Alguns
géneros de fungos micorrizicos arbusculares podem favorecer a entrada de
bactérias benéficas em plantas, promovendo efeitos positivos sobre as mesmas.
Paula et al. (1991) observaram a presenca de bactérias diazotroficas endofiticas
em esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (Glomus clarum), e
sugeriram que a incorporacdo dessas bactérias nas plantas pode estar
relacionada a presenca do FMA. De acordo com esse trabalho, 0 mecanismo de
penetracdo das hifas infectivas pode acarretar na maior exsudacdo de nutrientes
pela planta, o que acelera o crescimento das bactérias. Kothari et al. (1991)
verificaram que o aumento de bactérias benéficas em plantas micorrizadas
poderia ser devido ao crescimento das hifas fungicas, que fornecem substrato
adicional (exsudatos e lisados de hifas) para o crescimento bacteriano. Esses
pesquisadores sugerem que FMAs influenciam diretamente a comunidade
microbiana na rizosfera, podendo contribuir para o desenvolvimento de diferentes
culturas.

Véarios trabalhos estudam a relacdo entre fungos micorrizicos
arbusculares e bactérias solubilizadoras de P. A interacdo entre a bactéria
Bacillus subtilis e o fungo micorrizico Glomus sp., por exemplo, aumentou
significativamente a biomassa e o acumulo de N e P em tecidos de cebola em um

solo com baixa disponibilidade de P (Toro et al., 1997). A combinacdo entre as



bactérias P. fluorescens estirpes 92rk e P190r e o fungo Glomus mosseae BEG12
também aumentou o conteudo de P em folhas de plantas de tomate Lycopersicon
esculentum Mill. cv. Guadalete (Gamarelo et al., 2004).

Entretanto, sdo escassos 0s estudos sobre as interacdes sinérgicas entre
outros fungos do solo e bactérias capazes de incrementar a disponibilidade de P
para o desenvolvimento das culturas. Baldotto & Olivares (2008) na avaliagéo das
relacBes estruturais da comunidade bacteriana na filosfera de 50 espécies de
plantas, por meio de microscopia eletronica, descreveram a presenca de biofilmes
constituidos pela associacao entre bactérias e fungos filamentosos. Os autores
sugeriram que a formacdo de biofilmes na superficie das folhas depende da
colonizagcédo por hifas, o que poderia em associagcdo com a planta hospedeira,
liberar nutrientes para manter o crescimento das bactérias e criar um ambiente
ecologicamente mais vantajoso para ambos os microrganismos.

A fim de intensificar as pesquisas sobre as interacoes benéficas entre
fungos e bactérias, como uma alternativa eficaz para reducédo de fertilizantes
fosfatados, o presente trabalho tem como proposito isolar fungos da rizosfera,
filosfera e limbo foliar de milho e avaliar sua interacdo com bactérias benéficas
como estratégia para o incremento de processos de biomineralizacdo de fosfatos

e promocao de crescimento de plantas de milho.



HipoGteses

Fungos oriundos da filosfera, limbo foliar e rizosfera de plantas de milho
interagem com bactérias benéficas causando efeitos positivos em plantas de

milho.
A aplicacdo de fontes fosfatadas insollveis associadas a inoculagéo de fungos e
bactérias solubilizadoras de fésforo promove respostas positivas em plantas de
milho por meio do incremento de biomassa.
Objetivo Geral

Isolar fungos da rizosfera, filosfera e limbo foliar de plantas de milho e
avaliar sua interacdo com bactérias benéficas como estratégia para o incremento
de processos de biomineralizacdo de fosfatos e promoc¢do de crescimento de
plantas de milho.

Objetivos Especificos

Isolar fungos da rizosfera, filosfera e limbo foliar de plantas de milho (Zea mays

L.) crescidas em substrato contendo vermicomposto a base de esterco bovino;

Realizar caracterizacdes morfolégica e molecular dos fungos isolados;

Avaliar caracteristicas de promocéo de crescimento vegetal dos fungos;

Analisar a compatibilidade dos fungos e bactérias promotoras de crescimento de

plantas por plagueamento em meio solido;

Avaliar o potencial dos fungos isolados e em co-inoculacdo com bactérias
benéficas quanto a capacidade de solubilizar fosfato de calcio e fosfato de rocha

Araxad em meio solido;



Selecionar interagBes sinérgicas e antagbnicas com base nos testes de
solubilizacdo em meio solido para realizacdo dos experimentos de solubilizagédo

em meio liquido;

Testar a combinacdo mais promissora entre fungos e bactérias associadas a duas
fontes fosfatadas para o incremento de processos de biomineralizacdo de fosfatos

em plantas de milho.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura de milho e o0 uso de fertilizantes minerais

Na classificacdo botanica, o milho pertence a ordem Poales, familia
Poaceae, género Zea e espécie Zea mays L. Trata-se de um dos cultivos
agricolas mais importantes do mundo, podendo ser utilizado como base da
alimentacdo humana e de animais, bem como na industria para a producdo de
amido, Oleo, alcool, alimentos e bebidas. Na safra 2016/2017 foram cultivados
5.481,2 mil hectares com essa cultura, projetando boas médias de produtividade,
provavelmente acima de 7.000 kg ha™ (CONAB, 2017).

De acordo com a Legislacdo Brasileira de Fertilizantes e Corretivos
(1980), os fertilizantes minerais sao produtos de natureza inorganica, naturais ou
sintéticos, fornecedores de nutrientes vegetais. Para obter rendimentos elevados
em diversas culturas, especialmente no milho, é necesséria a aplicacdo de doses
consideraveis de fertilizantes minerais ao solo.

Segundo Gondim et al. (2010), o nitrogénio (N) € o nutriente mais
limitante para o crescimento e desenvolvimento da cultura de milho, ja que exerce
importante funcdo nos processos bioquimicos da planta, como por exemplo,
biossintese de proteinas e clorofilas (Cancellier et al., 2010). As doses de
fertilizantes nitrogenados indicadas em média apresentam valores superiores a
150 kg ha™, podendo variar de acordo com a quantidade de matéria organica
presente no solo (Amado, 2002).

Outro nutriente importante para o desenvolvimento das plantas, inclusive
do milho, é o fésforo (P). A escassez deste nutriente pode causar uma série de
deficiéncias ao vegetal, por isso, a aplicacédo de fertilizantes fosfatados tornou-se
uma importante ferramenta para se alcancar elevados rendimentos nas diferentes

culturas (Busato, et al., 2017). Porém, a aplicacdo desses insumos agricolas,



além de ser uma pratica onerosa, pode provocar danos ao meio ambiente
(Adesemoye et al., 2009).

A preocupacdo com a preservagdo e a conservagdo do meio tem

resultado na busca por tecnologias que permitam aumentar a eficiéncia do uso de
insumos biolégicos, garantindo a qualidade e o rendimento vegetal sem prejudicar
0 ambiente (Busato, et al., 2017; Santos et al., 2010). Dessa forma, existe um
grande interesse em préticas alternativas que visem a reducdo na aplicacdo de
fertilizantes minerais sem alterar a produtividade das diferentes culturas agricolas
(Braz & Nahas, 2012; Ferreira et al., 2016; Oliveira et al., 2013). Neste contexto,
0 uso de microrganismos na forma de inoculantes biolégicos pode ajudar a
agricultura, constituindo uma alternativa vidvel na substituicdo dos métodos
tradicionais de adubacao por fertilizantes (Baldotto et al., 2010; Canellas et al.,
2013).

Azospirillum brasilense é um exemplo de microrganismo intensamente
estudado no Brasil e no exterior como inoculante para diferentes culturas. Esta
bactéria destaca-se por ser capaz de promover o crescimento vegetal a partir da
fixacdo biolégica de nitrogénio, aumentando significativamente a produtividade de
culturas agrondmicas como milho, cana-de-acucar e trigo (Hungria et al., 2010;
Novakowiski et al., 2011; Silva et al., 2009). Resultados de mais de trinta anos de
pesquisa demonstraram que a inoculacdo com tal bactéria tem uma taxa de
sucesso entre 60 e 70%, com aumentos significativos na produtividade de graos
(Okon & Labandera-Gonzales, 1994).

A maior participacdo de processos biolégicos aplicados a producao
agricola pode resultar em beneficios econémicos e socioambientais, reduzindo a
dependéncia por fontes de energia e matéria ndo renovaveis. Uma patente de
processo foi desenvolvida pelo Nuacleo de Desenvolvimento de Insumos
Biologicos para a Agricultura (NUDIBA) com base no uso combinado de &cidos
hamicos e bactérias promotoras do crescimento vegetal. Este novo conceito de
biofertilizante, aplicado no sulco de plantio e por aspersao foliar tem sido testado
com sucesso para diferentes espécies vegetais nos ultimos 13 anos, incluindo

plantas de milho (Canellas et al., 2013).



2.2. Bactérias promotoras de crescimento de plantas

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) colonizam a
superficie e o interior das plantas e exercem efeitos benéficos sobre as mesmas,
podendo aumentar a taxa de germinacdo de sementes, o desenvolvimento dos
orgaos vegetais, a producao de flores e o rendimento das culturas em casa de
vegetacao e no campo (Dey et al., 2004).

As BPCP associadas as plantas sdo chamadas endofiticas quando
habitam o interior da planta hospedeira, sem Ihe causar dano aparente (Sturz et
al., 2000). Essas bactérias estdo em vantagem neste habitat por ndo competirem
por nutrientes, o que normalmente ocorre no solo da rizosfera. Além disso,
tendem a ter maior eficacia na promoc¢ao do crescimento vegetal, ja que estdo no
interior dos tecidos, onde os compostos bioativos por elas sintetizados encontram-
se prontamente disponiveis as plantas (Roesch et al.,, 2007). As BPCV que
crescem e vivem sobre a superficie de plantas (rizoplano ou filoplano) sé&o
conhecidas como epifiticas (Andrews & Harris, 2000).

As BPCP podem causar alteracbes morfologicas e fisiologicas nas
plantas, tais como: modificar tecidos radiculares, alterar 0 metabolismo, excretar
enzimas, toxinas e antibioticos e assimilar nutrientes minerais (Moreira & Siqueira,
2006). Além desses efeitos, esse grupo de microrganismo € capaz de
proporcionar o alongamento das raizes primarias ou proliferacdo de raizes laterais
e adventicias (Adesemoye et al., 2009; Belimova et al., 2005). Esse fenbmeno é
vantajoso para as plantas, pois aumenta a sua capacidade em absorver agua e
nutrientes (Silveira, 2008).

Entre as BPCP, destacam-se Azospirillum lipoferum, A. brasilense,
Azotobacter, Bacillus, Klebsiella, Enterobacter, Xanthomonas, Herbaspirillum,
Gluconacetobacter diazotrophicus e Serratia (Asghar et al., 2002). O Azospirillum
spp. tem sido responsavel pelo aumento no rendimento de diferentes culturas no
campo, quando aplicados na forma de inoculantes. Esse microrganismo promove
0 crescimento de plantas devido a fixagdo biologica de nitrogénio e producéo de
fitormbnios vegetais (Okon & Vanderleyden, 1997).

As BPCP apresentam mecanismos de acao direta e indireta ha promocéao
do crescimento vegetal (Oliveira et al., 2003). Dentre os mecanismos de acao

direta pode-se citar: fixacdo biolégica de N, produgéo de fitorménios, sintese de



siderdéforos, solubilizacédo de fosfatos e aceleracdo da mineralizagéo de nutrientes.
J& nos mecanismos indiretos, elas atuam na inducéo de resisténcia sistémica das
plantas, antagonismo a patdégenos, aumento da resisténcia das plantas a
situacdes de estresse e producédo de antibiético (Cattelan & Hartel, 2000).

As bactérias capazes de fixar N, atmosférico sdo conhecidas como
diazotréficas, e podem desempenhar importante papel na recuperacdo dos
ecossistemas, jA que algumas delas sdo capazes também de produzir e liberar
substancias relacionadas ao crescimento vegetal como auxinas, giberelinas e
citocininas, contribuindo para melhorar a nutricdo mineral e a utilizacdo de agua
pelas plantas (Bazzicalupo & Okon, 2000). Ddbereiner & Baldani (1995)
observaram que a inoculagdo de Herbaspirillum spp. em plantulas de arroz
cultivadas em solucéo de Hoagland contendo N marcado aumentou cerca de 40%
do N-total acumulado nas plantulas. JA em casa de vegetacdo, Baldani et al.
(2000) observaram aumentos variando entre 17 e 19% do N incorporado a planta
devido a fixacao biologica de N, com a inoculacao de estirpes de H. seropedicae.

Singh & Kappor. (1999) observaram que a co-inoculagdo com bactérias
solubilizadoras de fosfato e fungos micorrizicos arbusculares contribuiu com o
aumento da matéria seca e da absor¢cao de nutrientes em trigo cultivado em solos
com baixa disponibilidade de nutrientes. Luz (2001b) observou um efeito indireto
na promocdo de crescimento vegetal por meio da inoculacdo de estirpes de
Pseudomonas putida e Pantoea agglomerans em plantas de trigo. De acordo com
0 autor, estas bactérias promoveram um maior crescimento da planta a partir da
supressdo de fungos patogénicos. Barka et al. (2006) observaram que plantas
tratadas com Burkholderia phytofimans apresentaram aumento nos teores de
prolina, amido e compostos fendlicos e aumento de resisténcia ao frio. A
producdo de prolina pode mediar o ajuste osmético, e proteger membranas e
proteinas contra efeitos adversos do aumento da concentracdo de ions
inorganicos (Grover et al., 2011).

Pesquisas envolvendo microrganismos benéficos em praticas agricolas
aumentaram significativamente nos ultimos anos, pois tanto na promocdo de
crescimento vegetal como no controle bioldgico de pragas e doencas de plantas
entre outras aplicacdes, 0s microrganismos representam uma alternativa eficiente
na substituicdo de produtos quimicos, podendo favorecer desta maneira a

preservacao do ambiente (Souza, 2001).
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2.3. Fungos promotores de crescimento de plantas

Os fungos desempenham um papel fundamental nos ecossistemas
terrestres, exercendo grande influéncia na estruturacdo do solo e no crescimento,
nutricdo e adaptacdo das plantas aos ambientes (Siqueira et al., 2007). Sao
organismos eucariotos, heterotroficos, uni ou pluricelulares podendo ser
classificados de acordo com suas fun¢gBes nos grupos ecoldgicos em: fungos
saprofitos, parasitas e simbiontes (Legislacdo Brasileira de Fertilizantes e
Corretivos, 1980). Os fungos saprofitos sdo capazes de degradar e absorver
compostos da matéria organica morta desempenhando uma importante funcéo na
ciclagem de nutrientes. A decomposicéo € feita a partir da liberacdo de enzimas e
metabolitos secundarios no substrato, que podem proporcionar diversos
beneficios ao desenvolvimento das plantas (Kanagawa & Neves, 2011). Ja os
fungos parasitas utilizam a matéria organica de organismos vivos como substrato
causando uma série de prejuizos ao hospedeiro (Kanagawa & Neves, 2011). Os
fungos simbiontes sdo aqueles que estabelecem uma relagdo intima com o
hospedeiro, no qual os dois organismos sao beneficiados (Read, 1991).

Um exemplo de relacdo simbidtica com fungo amplamente citada na
literatura é a associacado micorrizica. Esse termo foi proposto pelo botanico Albert
Bernard Frank, em 1885, para caracterizar a associacao entre raizes de plantas e
determinados fungos do solo (Souza et al., 2006). Esta associacdo ja era
conhecida h&a pelo menos 50 anos antes de Frank, mas considerada de natureza
parasitica (Souza et al., 2006). Através de diversos estudos, hoje se sabe que os
fungos micorrizicos contribuem de forma significativa para a nutricdo das plantas,
sendo incapazes de atacar ou causar danos as raizes (Siqueira & Moreira, 1996).
A micorrizacdo produz modificacdes fisioldgicas nas raizes da planta hospedeira,
resultando em uma melhoria para 0 seu crescimento, desenvolvimento e
resisténcia/tolerancia a estresse bidtico e abiotico (Barea et al. 2005).

Algumas espécies de fungos possuem a habilidade de solubilizar
diferentes formas de fosfatos inorganicos tornando esse nutriente prontamente
disponivel para as plantas (Whitelaw, 2000). Esse mecanismo de promocao de
crescimento vegetal € conhecido na literatura como solubilizacdo de P e fungos
gque possuem essa capacidade podem representar uma alternativa eficiente na

melhoria do aproveitamento dos fosfatos naturais (Silva Filho et al., 2002).
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A acgédo solubilizadora de fosfato de alguns fungos tem sido associada a
producdo de acidos organicos (Bolan et al., 1997). Reyes et al. (1999)
encontraram correlagdo positiva entre a solubilizagéo de fosfato por Penicilium
rugulosum e a producgédo de acido glucbnico ou citrico.

Seshadri et al. (2010) inocularam dez estirpes de Aspergillus niger em
meio solido Pikovskaya suplementado com fosfato tricalcico e bicélcico e
observaram que todas as estirpes foram capazes de solubilizar esse nutriente.
Ribas et al. (2016) avaliaram o potencial in vitro de diferentes isolados de
Trichoderma spp. para a solubilizacdo de fosfato de calcio e sua capacidade de
produzir enzimas fosfatases e observaram que todos os isolados foram capazes
de solubilizar fosfato e apresentaram atividade enzimatica.

Trichoderma spp. tém sido amplamente citadas como agentes de
biocontrole de uma gama consideravel de fitopatdgenos do solo. No entanto,
outra propriedade muito estudada € a relacdo dos isolados de Trichoderma spp.
com a melhoria do percentual germinativo e do crescimento de algumas culturas
(Baker, 1987). Segundo Avis et al. (2008), o controle de patdégenos pode conduzir
a um forte incremento na captacdo e na solubilizacdo de nutrientes no solo e
producéo de hormdnios de crescimento.

De acordo com Resende et al. (2004), a aplicacdo de Trichoderma
harzianum em sementes de milho promoveu maior acimulo da matéria seca nas
raizes das plantas. Segundo Datnoff & Pernezny (2001), a inoculacdo da espécie
Trichoderma harzianum estimulou o crescimento de plantulas de tomate em casa
de vegetacdo e apos o transplantio para o canteiro definitivo.

Pesquisas sobre os fungos benéficos do solo tém se intensificado nas
ultimas décadas com o objetivo pratico de aumentar a producéo, reduzir o uso de
fertilizantes quimicos e contribuir para sustentabilidade da agricultura, que sera
menos dependente de insumos quimicos (Siqueira & Moreira, 1996). O uso de
fungos promotores de crescimento de plantas na forma de inoculantes pode

constituir uma alternativa viavel para o sucesso desses objetivos.
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2.4. InteracOes entre bactérias e fungos promotores de crescimento de

plantas

O estudo das interagdes entre 0os microrganismos do solo é importante
para compreender a dinamica dos processos que caracterizam as relacdes entre
0 solo e as plantas na biosfera (Pereira et al., 2013). As pesquisas sobre tais
interacdes e suas influéncias no desenvolvimento de espécies vegetais tém
contribuido para o entendimento dos processos relacionados a uma agricultura
com menor emprego de insumos quimicos (Sala et al., 2007).

Alguns grupos de pesquisa tém relatado efeitos benéficos resultantes da
interacdo entre bactérias diazotréficas e fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
(Pasqualini et al., 2013; Minaxi et al., 2013; Saxena et al., 2013). De acordo com
Artursson et al. (2006), os beneficios dessa interacdo podem ocorrer em razao do
incremento na absorcdo de P pelas plantas micorrizadas, 0 que por sua vez,
proporciona melhores condi¢cdes para o estabelecimento da associacdo com as
bactérias diazotroficas.

Balota et al. (1997) observaram a eficiéncia da co-inoculacdo da bactéria
diazotrofica E (E-30) e FMA Glomus manihotis em plantulas micropropagadas de
mandioca (Manibot esculenta Crantz). O tratamento apresentou incrementos de
50% na parte aérea e 105% nas raizes.

Sala et al. (2007) estudaram o efeito da co-inoculacdo de duas bactérias
diazotroficas endofiticas (Achromobacter insolitus e Zoogloea ramigerae) com
dois fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) (Glomus sp. e Acaulospora sp.) e
observaram efeito sinérgico da inoculacdo mista na colonizacdo das raizes de
trigo. De acordo com os autores, as plantas de trigo associadas ao Glomus, na
presenca dos isolados bacterianos, apresentaram maior crescimento, acumulo e
aproveitamento dos nutrientes.

Por outra parte, alguns pesquisadores tém se empenhado em estudar a
co-inoculacéo entre dois ou mais microrganismos colonizadores do solo.

Braz & Nahas. (2012) observaram o efeito da inoculacdo conjunta entre
microrganismos solubilizadores de fosforo (Aspergillus niger e Burkholderia
cepacia) em meio liquido de solubilizacdo. De acordo com os autores, a biomassa

microbiana foi reforcada, acompanhada de aumentos nos niveis de fosfato soltvel
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e acidez titulavel, bem como aumento da fosfatase &cida, evidenciando efeitos
sinérgicos entre 0s microrganismos.

De acordo com Camacho et al. (2001), a co-inoculacéo da estirpe Bacillus
sp. CECT 450 com Rhizobium tropici CIAT 899 aumentou a nodulacdo no feijao
(Phaseolus vulgaris L.). No entanto, as mesmas bactérias co-inoculadas com
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 reduziram a nodulagdo em soja (Glycine
max L. Merr.), o que mostra que as interacdes sdo espécie-especificas.

Rojas et al. (2001) avaliaram a co-inoculagdo de duas bactérias
promotoras de crescimento de plantas isoladas da rizosfera de manguezais em
plantulas de mangue, foi observado aumento de N e P com a aplicacéo do inéculo
misto.

Entender as interagbes entre microrganismos benéficos do solo € de
fundamental interesse para diferentes grupos de pesquisa, ja que essas
combinagdes podem ser aplicadas como inoculantes eficazes dentro de sistemas

sustentaveis de producéo agricola (Pereira et al., 2013).

2.5. Microrganismos solubilizadores de fosforo (P) e mecanismos de

solubilizacao

Os microrganismos solubilizadores de fosfatos inorganicos desempenham
um papel importante no suprimento de P para diversas culturas (Silva Filho &
Vidor, 2001). Estes sdo capazes de solubilizar formas inorganicas nao disponiveis
de P, tornando-as prontamente assimilaveis para plantas (Son et al., 2006).

Varios experimentos foram realizados na tentativa de avaliar a
capacidade dos microrganismos em solubilizar P. Dentre os fungos mais
promissores para solubilizacdo estdo os géneros Aspergillus e Penicillium (Nahas
et al., 1990). Entre as bactérias, ha estudos indicando que o0s géneros
Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Achromobacter e Agrobacterium
apresentam alta atividade solubilizadora (Souchie et al., 2007).

Singh & Reddy, (2011) inocularam o fungo solubilizador de P Penicillium
oxalicum em plantas de trigo e milho e observaram aumento significativo no
crescimento e no rendimento das duas culturas em comparacdo aos tratamentos

nao inoculados.
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Narloch et al. (2002) estudaram o efeito dos fungos solubilizadores de
fosfato Penicillium sp. e Aspergillus sp. aplicando em conjunto diferentes doses do
nutriente sobre a producdo da matéria seca e na absorcdo de P pela cultura do
rabanete. De acordo com 0s autores, 0s isolados diferiram quanto a capacidade
de promover a producdo de matéria seca, dependendo da dose de P aplicada.
Plantas submetidas a inoculacdo do isolado Penicillium sp. com adicédo de 17,5
mg kg™ de P apresentaram producdo de matéria seca equivalente as obtidas por
plantas com até 70,0 mg de P por kg de solo sem inoculacéo.

Hameeda et al. (2008) inocularam duas estirpes eficientes na
solubilizagéo de P, Serratia marcescens EB 67 e Pseudomonas sp. CDB 35, em
plantas de milho e observaram que os dois microrganismos aumentaram a
biomassa vegetal e o rendimento de graos de milho em relagcdo ao controle ndo
inoculado. Akhtar et al. (2010) inocularam Bacillus sp em sementes de algodéo e
observaram aumento significativo no crescimento e rendimento das plantas em
todos os parametros avaliados (numero de sementes, numero de capulhos, peso
dos capulhos, comprimento de fibra, altura da planta), além de aumento na
concentragéo de P na planta e no solo.

Shankaraiah et al. (2000) estudaram o efeito da inoculacdo do solo com
as bactérias solubilizadoras de fosfato Agrobacterium radiobacter e Bacillus
megaterium e o fungo Aspergillus awamori com diferentes niveis e fontes
fosfatadas sobre o crescimento, a producédo e a qualidade da cana-de-acucar e
observaram que a inoculacdo melhorou a eficiéncia na utilizacdo dos nutrientes,
proporcionando economia em fertilizantes fosfatados (25%) e aumento na
producéo (8-10%).

A capacidade de solubilizacdo de P por diferentes grupos de
microrganismos do solo tem sido atribuida a reducdo do pH no meio (Souche &
Abboud, 2007; Silva Filho et al., 2002). Alguns mecanismos de solubilizacéo,
como producdo de A&cidos organicos e extrusdo de prétons HY, tém sido
relacionados aos processos de acidificacdo (Nahas, 1996).

Diversas espécies de fungos e bactérias apresentam habilidade em
liberar acidos organicos de baixo peso molecular que atuam dissolvendo o
material fosfatico, ou quelando os céations que acompanham o anion fosfato,

liberando o P em solugao (Sagoe et al., 1998).
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De acordo com llimer et al. (1995), a espécie Aspergillus niger foi eficaz
na solubilizacdo de AIPO, devido a producdo dos acidos citrico, oxalico e
glucbnico. Reyes et al. (1999) observaram correlacdo positiva entre a
solubilizacdo de fosfatos por Penicillium rugulosum e a producdo de &cido
glucdnico ou citrico. Barroso & Nahas. (2008) avaliaram a eficiéncia de
solubilizacdo de FePO4 por Aspergillus niger, em meio de cultura com diferentes
fontes de carbono (C) e nitrogénio (N) e com concentracdes crescentes de fosfato
e afirmaram que a producédo de &cidos foi o principal mecanismo de solubilizacao
do FePO, , devido a correlacdo positiva entre a producéo de fosfato e a acidez do
meio. Lin et al. (2005) estudaram os mecanismos de solubilizagéo de P do isolado
bacteriano Burkholderia cepacia CC-Al74 e observaram que seu elevado
potencial de solubilizacdo foi devido a producéo de acido glucbnico.

Outro mecanismo de solubilizagdo de P é por extrusdo de protons (H).
De acordo com Fernandes & Souza (1990), com a absor¢cdo de amonio, a célula
microbiana tem que promover a extrusdo de prétons (H') para manter a sua
eletroneutralidade e o transporte ativo secundario em funcionamento, acidificando
0 meio e, consequentemente, solubilizando o fosfato. Silva Filho & Vidor. (2001)
avaliaram a capacidade e o potencial de solubilizacdo de 21 microrganismos
solubilizadores de P nos géneros Bacillus, Pseudomonas, Enterobacteriaceae,
Penicillium, Aspergillus e Paecilomyces em meio de cultura contendo diferentes
fosfatos (Ca, Al ou Fe) e diferentes fontes de N (peptona, ambnio e nitrato). De
acordo com os autores, a maioria dos isolados solubilizou fosfato de Ca apenas
na presenca do N amoniacal.

No solo, h4a uma grande variedade de substratos organicos. Alguns
grupos de microrganismos possuem habilidade em mineralizar fésforo organico
tornando esse nutriente prontamente disponivel para as plantas (Rodriguez &
Fraga, 1999). O processo de mineralizacdo ocorre a partir da liberacdo de
enzimas denominadas fosfatases e fitases, que catalisam a hidrolise de
compostos fosfatados orgéanicos, promovendo producdo de fosforo solluvel
(Schmidt & Laskowski, 1961).

Nahas (2002) avaliou a influéncia da planta (braquiaria e guandu), dos
fertilizantes (superfosfato simples e fosfato de rocha) e da calagem nas
populacbes de microrganismos produtores de fosfatases acida e alcalina e

observou que do total de bactérias, 70,6% apresentaram atividade de fosfatase
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alcalina e 58,2% de fosfatase acida e dos fungos, 64,3% e 84,7%,
respectivamente. De acordo com o autor, esses dados mostram um namero
significativo de microrganismos com habilidade de mineralizagdo do fosforo
organico. Abd-Alla (1994) avaliou o comportamento da espécie Rhizobium
leguminosarum estirpe TAL 1236 em diferentes compostos de fosforo organico e
observou que a bactéria foi capaz de produzir fosfatases &cidas e alcalinas.
Todavia, a sua capacidade de produzir fosfatase alcalina foi muito maior.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolamento das bactérias

Os experimentos foram conduzidos no Nucleo de Desenvolvimento de
Insumos Biologicos para Agricultura (NUDIBA) da Universidade Estadual Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes-RJ.

As bactérias do presente trabalho (Tabela 1) foram isoladas e
caracterizadas em estudos anteriores, sendo oriundas da colecdo de
microrganismos do Laboratério de Biologia Celular e Tecidual da Universidade
Estadual do Norte Fluminense (LBCT-UENF). As estirpes utilizadas sao
reconhecidamente promotoras do crescimento vegetal e pertencem a sete
espécies bacterianas distintas. Foram selecionadas com intuito de ampliar a

variabilidade para os estudos de interacdo com fungos.
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Tabela 1. Isolados de diferentes espécies bacterianas e suas caracteristicas
fenotipicas relacionadas a promocado do crescimento de plantas (PCP).

_— e Mecanismo A
Caodigo Identificac&o de PCP Referéncias
Herbaspirillum seropedicae 2 3 4 .
Bl estirpe HRC 54 1 FBN, SP°, PF (Baldani et al.,1986)
Herbaspirillum seropedicae .
B2 estirpe RAM 10 FBN, SP (Baldani et al., 1986)
B3 Burkholde_rla silvatlantica FBN, SP (Perin et al., 2006)
estirpe 101
Herbaspirillum rubrisubalbicans .
B4 estirpe HCC 103 FBN, SP (Baldani et al., 1996)
BS Gluconacetot_)acter diazotrophicus FBN, SP, PF (Cavalcante & Dobereiner,1988)
estirpe PAL 5
Azospirillum sp.
B6 (UENF 412522) FBN, SP (Tarrand et al.,1978)
Stenotrophomonas sp. 5 6 .
B7 (estirpe 21 G1) SP, SzZn>, DC (Aguiar, 2012)
BS Serratia marcescens FBN, SP, SZn, (Aguiar, 2012)

(estirpe 22 G1) DC

' H. seropedicae estirpe RAM 10 possui insercéo através de transposon Tn5 do
gene gfp (“green fluorescent protein”), e foi cedida pela Dra. Rose Adele Monteiro
(Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, UFRP), sendo derivada
originalmente da estirpe H. seropedicae ZA95 isolada de arroz (Baldani et al.,
1986); 2 FBN = Fixac&o Biolégica de Ny; > SP= Solubilizacdo de Fosfatos; * PF =
Producéo de Fitormdnios; ° SZn = Solubilizacdo de Zinco; e ® DC = Degradacéo
de Celulose.

3.2. Isolamento de fungos

Os fungos utilizados foram isolados da rizosfera, da filosfera e do limbo
foliar de plantas de milho (Zea mays L.) variedade UENF/506-11. Para tanto,
sementes de milho foram lavadas em agua destilada estéril e, posteriormente,
com hipoclorito 5 % por 10 minutos, seguido por trés lavagens de 3 minutos cada
com agua destilada estéril e pré-germinadas em placas de Petri contendo meio
solidificado agar-agua autoclavado. Apds dois dias, as plantulas de milho foram
transferidas para copos de plastico (500 mL) contendo 450 g de vermicomposto
produzido a partir de esterco bovino. O material foi mantido em casa de
vegetacao e todos os dias as plantas receberam 50 mL de agua. Aos 14 dias as
plantas de milho foram coletadas para a realizacdo do isolamento dos fungos.

Para isolamento foram utilizadas trés estratégias: 1- O vermicomposto
rizosférico foi coletado e submetido a diluicdes seriadas em solucéo salina (8,5 g

L? de NaCl) e a seguir foi plaqgueado em meio batata-dextrose-agar (BDA),
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contendo 20 g L™ de Dextrose, 15 g L™ de Agar, 4 g L™ de infusdo de batata e
100 mg L* de tetraciclina (Zauza et al., 2007). Foram utilizados 10 g do
vermicomposto rizosférico, inicialmente diluido em 90 mL de solucdo salina e
esse material foi submetido & agitagdo durante 60 minutos (diluicdo 10™). Em
seguida, foram feitas diluicbes de 102 a 107, transferindo-se sucessivamente 1
mL da suspenséo, de cada diluicdo, para tubos com 9 mL de solucéo salina. Das
diluicdes 10, 10° e 107, aliquotas de 0,1 mL foram semeadas em placas de Petri
com meio de cultivo BDA, incubadas a 28 °C, para o crescimento dos fungos
(fungos rizosféricos); 2- Para o isolamento de fungos endofiticos do limbo foliar, 1
g de folhas de milho foram previamente desinfestadas (imerséo das sementes em
etanol 95 %, por 90 segundos sob agitacdo de 100 rpm, fazendo 4 lavagens
sucessivas de 3 minutos cada em agua destilada estéril, imergindo
posteriormente durante 10 minutos em hipoclorito 5%, fazendo 3 lavagens de 3
minutos cada com agua destilada estéril) e maceradas em 90 mL de solucdo
salina. Em seguida, foram submetidas ao mesmo método de diluicdo seriada; 3-
para o isolamento de fungos associados a filosfera das plantas, quatro segmentos
de 1 cm? de folhas de milho n&do desinfestadas foram incubadas na superficie das
placas contendo meio sélido BDA, a temperatura de 28 °C, por 7 dias.

Todos os fungos isolados foram repicados até a obtencéo de cultura pura
e foram armazenados em vidros de penicilina contendo 5 mL de meio sélido BDA
inclinado e coberto com 6leo mineral autoclavado. Para a execucédo dos diferentes
ensaios, discos de 5 mm de cada isolado fangico foram retirados do estoque,

inoculados em meio solido (BDA) e incubados a 28 °C por 7 dias.
3.3. Caracterizacdo morfologica dos fungos isolados de plantas de milho

A caracterizacdo morfoldgica dos isolados fungicos foi realizada por meio
das avaliacbes macro e micromorfolégica, apds o crescimento de cada fungo em
meio de cultura BDA (batata-agar-dextrose), a 28 °C. Para a classificacao
macromorfolégica, discos de 5 mm dos isolados foram colocados,
separadamente, no centro das placas de Petri em meio BDA. Apos 7 dias foram
observadas as caracteristicas das col6nias quanto a coloracdo, aspecto da
colénia (grumosa, aveludada ou lisa), abundancia do micélio (abundante ou

escasso) e forma dos bordos (regular ou irregular) (Nogueira et al., 2005). A
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classificacdo micromorfologica foi feita pela observagcdo dos esporos e
esporoforos, estruturas importantes para a identificagdo taxonémica. Para
realizacdo desta analise, seguiu-se a técnica do microcultivo em Iamina Ridell
(1950) (Figura 1). Ap6s 7 dias de crescimento, as estruturas reprodutivas foram
visualizadas em microscépio Optico Axioplan (Zeiss). Os isolados foram
inicialmente identificados com o auxilio de chave morfoldgica lllustrated genera of
imperfect fungi.

TECNICA DE MICROCULTIVO

Cultivo positivo:
DERMATOFITO

Cultivo positivo:
Sporothix sp.

Cultivo positivo:
Aspergillus sp.

30°/ Tiempo variable

Figura 1. Técnica de microcultivo para a observacao de estruturas microscépicas
dos isolados fangicos (Ridell, 1950).

3.4. Extracdo de DNA e identificacdo molecular dos fungos

3.4.1. Isolamento das pontas das hifas dos isolados fungicos

O isolamento das pontas das hifas foi obtido a partir dos fungos
purificados. Um disco (5 mm de diametro) do isolado foi transferido para placas
contendo &gar-agua (20 %) e incubado por quatro dias a 28 °C. Ao observar a
formacdo das primeiras hifas fungicas, essas estruturas foram removidas com

auxilio de um bisturi esterilizado e transferidas para placas de Petri contendo meio
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BDA com a utilizacdo de uma lupa. Apds sete dias na estufa a 28 °C, os isolados

foram utilizados na extragdo de DNA gendmica.

3.4.2. Extracdo e quantificacdo do DNA gen6mico dos isolados fungicos

O DNA genémico dos fungos foi extraido utilizando-se o kit de purificagéo
de DNA gendmico da Promega (Wizard Genomic DNA Purification Kit) (Pinho et
al., 2012), de acordo com as instru¢des descritas pelo fabricante. O micélio dos
fungos foi retirado cuidadosamente das placas com BDA com o auxilio de palitos
autoclavados e o macerado em nitrogénio liquido com pistilo. A maceracgéo foi
feita colocando o tubo externamente em contato com o nitrogénio. No material foi
adicionado 100 pl de Nuclei Lysis Solution e 100 mg de PVP (polivinilpirrolidona),
para continuacdo do processo de maceracao. Posteriormente, foi adicionado 500
ul de Nuclei Lysis Solution e centrifugado a 14000 rpm por 15 min. Esse material
foi incubado a 65 °C por 15 min e armazenado no freezer por 5 min. Apos esse
procedimento, foram adicionados ao material, 200 pl de “Protein Precipitation
Solution” e centrifugado por 10 min a 14000 rpm. O pellet foi descartado e o
sobrenadante foi aplicado em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL contendo 600
pUL de isopropanol resfriado. Esse material foi cuidadosamente misturado por
aproximadamente 5 min, incubado no freezer por 20 min e centrifugado a 14000
rom por 5 min. Nessa etapa, o0 sobrenadante foi removido e o pellet foi
ressuspendido em 600 pL de etanol 70% resfriado. Em seguida o microtubo foi
invertido varias vezes para purificar o DNA e foi centrifugado a 14000 rpm por 5
min. Logo apéds, o etanol foi removido e o material foi ressuspendido novamente
em etanol 70% para outra lavagem, repetindo o procedimento descrito acima.
Apdbs remover o etanol, os eppendorfs foram deixados em posicéo horizontal, com
a tampa aberta sobre o papel toalha para a secagem do pellet por 15 min. Com o
material devidamente seco, foram aplicados 75 pL de “DNA Rehydration Solution”
e 3 puL de RNA Solution. Posteriormente, o material foi misturado invertendo os
eppendorfs varias vezes por 2 min e incubado, a 37 °C por 15 min. O DNA eluido
foi armazenado a -20 °C até sua utilizacdo. Apos a extracdo, o DNA foi submetido
a quantificacdo no aparelho espectrofotdbmetro NanoDrop® 2000c (Thermo
Scientific®) para mensurar a concentracdo do DNA gendmico, com leitura das

absorbancias no comprimento de onda de 260 nm.
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3.4.3. Eletroforese em gel de agarose

A qualidade da extracdo do DNA gendmico foi verificada por meio da
eletroforese em gel de agarose 0,8%. O gel consiste em 100 mL de solugédo TAE
1 X e 0,8 g de agarose. Essa mistura foi dissolvida em forno micro-ondas e
posteriormente resfriada para aplicacdo dos DNAs. Uma aliquota de 2 pL de cada
amostra de DNA foi misturada a 3 pL™ de gelred e 3 uL™* de blue Juice e
aplicados ao gel de eletroforese em tampéo TAE 1 X. A corrida de eletroforese foi
realizada a 80 V, por 1 h. Em seguida, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta em

fotodocumentador. Foi utilizado marcador Lambda DNA (100 mg uL™).
3.4.4. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As reacdes de amplificacao foram realizadas com os primers ITS1, ITS 4,
EF1, EF2 e Btla e Btlb (Tabela 2). As condi¢cdes da reacdo foram as seguintes:
50 ng de DNA, tampéo PCR 1x, 1,5U de Taqg polimerase, 0,06 uM de primers (3
pmol/reacao), 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, e volume final de 50 ul. A
amplificacédo foi realizada em termociclador modelo Veriti® Thermal Cycler, com
desnaturacao inicial a 94 °C por 2 min; 35 ciclos de 30 sa 94 °C, 1 minab55 °C, 1
min a 72 °C; seguida de extensao final de 3 min a 72 °C. Os produtos da
amplificacdo da PCR foram visualizados em gel de agarose 2% (p/v) com 0 peso
molecular Kasvi DNA Ladder, RTU modelo K9-100 L.
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Tabela 2. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores (primers) para reacdes de
sequenciamento.

Fungo Primer Sequéncia (5'>3’) Referéncia
. ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
Penicillium sp. White et al, 1990
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
Btla TTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATG
c ari Btlb GACGAGATCGTTCATGTTGAACTC Glass & Donaldson (1994)
urvularia sp.
P ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al, 1990
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
] ) ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
Helminthosporium White et al, 1990
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
) ) ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
Gliocladium sp. White et al, 1990
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
_ ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al, 1990
Fusarium sp.
EF1 ATGGGTAAGGA(A|G)GACAAGAC )
Geiser et al.,2004
EF2 GGA(G|A)GTACCAGT(G|C)ATCATGTT
. ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
Aspergillus sp. White et al, 1990
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
] ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
Trichoderma sp. White et al, 1990
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

3.4.5. Purificacao do produto da PCR para sequenciamento

Os produtos amplificados foram purificados utilizando o sistema comercial
de purificacdo Agencourt AMPure XP (Ambion Magnetic Stand-96), seguindo as
recomendacfes do fabricante. Foram adicionados cuidadosamente 36 pL do
reagente AMPure em cada poco da placa contendo 20 pL dos produtos de PCR
de cada fungo e esse material foi misturado 10 vezes com pipeta eletronica. As
amostras foram incubadas por 5 min a temperatura ambiente. A placa com a
reacao foi colocada sobre a placa magnética Agencourt SPRIPlate 96, durante 2
min. Em seguida, a solucéo foi retirada da placa e descartada. Aliqguotas de 200
UL de etanol 70% foram adicionadas em cada poco da placa de reacdo e
incubadas durante 30 s a temperatura ambiente. Logo apds, o etanol foi
descartado e repetiu-se esse processo por 2 vezes. Essas etapas foram
realizadas com a placa de reacéo sobre a placa magnética Agencourt SPRIPLate
96. Em seguida, foram adicionados 40 pL de tampéo Tris-acetato, pH 8,0, em

cada poco da placa de reacao e esse material foi misturado com pipeta 10 vezes,
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ficando por 1 min sobre a placa magnética Agencourt SPRIPLate 96. As amostras
purificadas foram transferidas para uma nova placa e enviadas para

sequenciamento na empresa ACTGENE- Servigo de Sequenciamento.

3.4.6. Andlise das sequéncias

As sequéncias de fungos obtidas foram comparadas com aquelas
disponibilizadas no banco de dados do NBCI (Nacional Center Biotecnology
Information — www.ncbi.nim.nih.gov), pelo programa BLAST (Basic local
Alinghment Seach Tool) (Altschul et al., 1997) para nucleotideos. As sequéncias
em estudo foram alinhadas com o auxilio do programa ClustalW (Thompson et
al.,, 1994) e agrupadas pelo método Neighbour-joinning utilizando o programa
Mega 5.1 (www.Megasoftware.net) (Tamura et al., 2007).

3.4.7. Arvore filogenética

Regides consenso foram comparadas no banco de dados do GenBank
utilizando o programa Mega BLAST. As novas sequéncias foram junto com o
conjunto de sequéncias obtido no Genbank e alinhadas no programa MUSCLE®
(Edgar, 2004) existente no software MEGA v. 5 (Tamura et al. 2013). Espacos
(Gaps) (insercoes/delecdes) foram tratados como inexistentes.

A analise multigene de Inferéncia Bayesiana (Bl) empregando o método
da cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) foi realizada. MrMODELTEST (Posada
& Buckley 2004) foi utilizado para selecionar o modelo de substituicdo de
nucleotideos para analise de Bl. Os modelos foram estimados separadamente
para cada regido génica. Os valores de verossimilhanca foram calculados e o
modelo selecionado de acordo com Akaike Information Criterion (AIC). Os
modelos de evolucado selecionados para cada regido génica foram: F1 (GTR+I+G
para ITS e HKY+I+G para B-Tubulina); F2, F3, F4, F5, F7, F8, F9, F10 (K80+G
pata ITS e GTR+G para Tef-1a); F6 (GTR+I+G para ITS e GTR+G para Tef-1a);
F11 (GTR+I+G para ITS e GTR+G para Tef-1a); F12 (GTR+G para ITS e HKY+|
para B-Tubulina). A analise de BI foi concluida com MrBayes v.3.1.1 (Ronquist &
Huelsenbeck 2003). As quatro cadeias MCMC foram conduzidas

simultaneamente, iniciando as &arvores aleatoriamente até 10 000 000 de
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geracoes. As arvores foram amostradas a cada 1 000 geracdes, resultando em 10
000 arvores. As primeiras 2 500 arvores foram descartadas da andlise. Os valores
de probabilidade posterior (Rannala & Yang 1996) foram determinados da arvore
consenso através das 7 500 arvores remanescentes. A convergéncia dos log de
verossimilhanga foi analisada com o software TRACER v. 1.4.1 (Rambaut &
Drummond 2013). A arvore foi visualizada no software FigTree (Rambaut 2009) e

exportada para programas gréficos.

3.5. Caracterizacao in vitro dos mecanismos de promocéo de crescimento

dos isolados fungicos

3.5.1. Solubilizacéo de P

O crescimento e atividade solubilizadora de fosfato dos isolados fangicos
foi avaliado em meio solido Pikovskaya agar (0,5 g L™ (NH,),SO4; 0,1 g L™
MgS0..7H,0; 0,2 g L™* NaCl; 0,2 g L™ KCI; 0,02 g L™ FeS0,4.7H,0, 0,002 g L™
MnSO,.H,0; 10,0 g L™ glicose; 0,5 g L™* extrato de levedura, 15 g Agar
(Pikovskaya, 1948), suplementado com 1 g fosfato de calcio tribasico Caz (POg):
ou 1 g de fosfato de rocha Araxa e 0,03 g L™ de rosa bengala, com trés repeticdes
para cada ensaio. As placas foram incubadas por 7 dias a 28 °C. A capacidade de
solubilizacdo foi identificada pela presenca de halo translicido ao redor da
colénia. O indice de solubilizacdo (IS) foi determinado pela relacdo entre o

diametro do halo (cm) e o diametro da coldnia (cm) (Berraquero et al., 1976).

3.5.2. Solubilizacédo de Zn

Para determinar a capacidade de solubilizacdo de zinco, os isolados
fungicos foram inoculados no centro da placa de Petri com meio sélido contendo
10 g L™ de glicose, 1 g L™ (NH4)2,S04, 0,2 g L de KCI, 0,1 g L™* K,HPO,4, 0,2 g L™
de MgS0,.7H,0, 1,0 g L de ZnO e 15 g L™ de &gar. As placas foram incubadas
por 7 dias a 28 °C, com trés repeticbes para cada fungo. A avaliacdo da
solubilizacéo foi realizada determinando o indice de solubilizacao (IS) (Berraquero
etal., 1976).
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3.5.3. Degradacéo de Celulose

O meio de cultivo mineral minimo (3,0 g L™ NaNOs; 1,0 g L™ K.HPOg; 0,5
g L MgSO4 05 g L™ KCI; 10,0 mg L™ FeS04.7H,0) suplementado com
caboximetilcelulose (0,1 g Kg™) como Unica fonte de carbono, foi utilizado para
avaliar a capacidade celulolitica dos fungos. A atividade foi avaliada ap6s o
periodo de incubacao, onde foram adicionados sobre a placa de cultivo 10 mL de
soluc&o corante de vermelho congo (0,0025 g Kg™') em tamp&o Tris-HCI 0,1 M, pH
8,0, durante 30 min a 25 °C. Em seguida o material inoculado foi lavado por 5 min
em 5 mL de solucdo de NaCl (0,5 M) preparados no mesmo tampao. O halo
amarelo ao redor da colénia indicou a atividade de degradacdo de celulose
(Cavalheiro et al., 2009).

3.6. Ensaios de compatibilidade fungo-bactéria

Os isolados fungicos foram crescidos separadamente, em placas de Petri
contendo meio de cultura BDA por 7 dias a 28 °C. Ja as bactérias foram crescidas
em meio de cultivo Dygs liquido (Ddbereiner, et al., 1995b) durante 48 h,
contendo 2 g-dextrose; 1,5 g peptona bacteriologica; 0,5 g K,HPOy4; 2 g extrato de
levedura; 0,5 g de MgS0,.7H,0; 1,5 g de &acido L-Glutamico; 1 L de agua
destilada, esterilizada em autoclave, a 120 °C, por 20 min.

Para os ensaios in vitro de compatibilidade, foram inoculados no centro
das placas de Petri, contendo meio BDA, discos de 5 mm, cortados no bordo das
colénias dos fungos purificados e, em cada extremidade, foram inoculadas
aliquotas de 10 uL das bactérias (quatro bactérias por fungo) e em seguida as
placas foram incubadas a 28 °C durante 7 dias. ApGs esse periodo, foi avaliada a
formacdo da zona de compatibilidade ou halo de inibicdo do fungo sobre o
crescimento das col6nias bacterianas. Os testes foram realizados em triplicatas, 6
placas para cada fungo, totalizando 72 placas. A compatibilidade entre os
microrganismos foi classificada de acordo com os seguintes critérios: quando o
fungo ultrapassou totalmente a superficie da bactéria considerou-se alta
compatibilidade (C1); quando as hifas tocarem as col6nias bacterianas, sem cobri-
las, média compatibilidade (Ci.), € considerou-se baixa compatibilidade (C,), no

caso do fungo nao tocar colbnias bacterianas.
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3.7. Andlise in vitro da capacidade de solubilizacdo de fosfato dos fungos

isolados e em co-cultivo com bactérias benéficas

O indice de solubilizacdo (IS) de fosfato dos 12 fungos isolados, e a
combinacdo de cada um deles com as bactérias benéficas, foram avaliados em
meio solido Pikovskaya éagar, como descrito no tépico 3.4.1, suplementado com 1
g L™ de fosfato de célcio tribasico, Cas (PO4). (Meio SFS) ou com 1 g L™ fosfato
de rocha Araxa, (Meio R). Os ensaios foram realizados em triplicata. Apés 7 dias,
a presenca do halo translicido ao redor das coldnias indicou a capacidade de
solubilizacdo de fosfato pelos microrganismos. O indice de solubilizacdo (IS) foi
determinado pela relagéo entre o diametro do halo (cm) e o diametro das colbnias
mistas (cm) (Berraquero et al., 1976).

A partir dos resultados obtidos acima para as combinacdes de doze
fungos e oito bactérias, foram selecionadas duas combinacdes sinérgicas
(aquelas que a interacdo bactéria-fungo produziu halos de solubilizacdo maiores
gue o fungo isolado) e duas combinac¢des antagbnicas (aquelas que a interacéo
bactéria-fungo produziu halos de solubilizacdo menores que o fungo isolado).
Assim, foram testados os fungos F2 (Curvularia geniculata) e F10 (Curvularia
geniculata CBS 18750) com as bactérias B2 (Herbaspirillum seropedicae RAM 10)
e B8 (Serratia marcescens 22 Gl). Para tanto, aliquotas de 100 uL de cada um
dos microrganismos individuais (F2, F10, B2 e B8) e das interacbes (F2+B2,
F2+B8, F10+B2 e F10+B8) foram transferidas para tubos de ensaio de 50 mL
contendo meio liquido Pikovskaya, suplementado com 1 g L™ de fosfato de célcio
tribasico, Cas (PO.)2 (Meio SFS) ou com 1 g L™ fosfato de rocha Araxa, (Meio R).
Os tubos permaneceram sob agitacdo constante no agitador orbital a 150 rpm
durante 7 dias a 28 °C. ApOs esse periodo, foram centrifugados a 3200 rpm
durante 15 min, e o sobrenadante foi usado para determinagdo do pH, por meio
do pHmetro (Digimed DM 22) e para a quantificacdo dos niveis de fosforo solavel
pelo método colorimétrico do molibdato de aménio (Embrapa, 1997), com leitura
da absorbancia a A= 600 nm. Foi realizada analise estatistica somente para o
indice de solubilizacdo (IS) final. Os dados foram submetidos a analise de
classificacao simples (ANOVA), e as médias dos tratamentos comparadas pelo
teste de Tukey, em 95 % de confianca, utilizando-se o GraphPad Prisma® versao
6.
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3.8. Efeito da co-inoculacdo do fungo (F10) e bactéria (B8) no crescimento

de plantas de milho (Zea mays L.)

Nos experimentos foram usadas duas fontes de fosforo (Superfosfato
simples-(SFS) e fosfato de Rocha Araxa-(R)) e dois microrganismos
solubilizadores de P, o fungo Curvularia geniculata isolado (F10) e a bactéria
Serratia marcescens (B8), que apresentaram efeito promissor para solubilizagéo
in vitro. Sementes de milho (Zea mays) da variedade UENF/506-11 foram
previamente desinfestadas, como explicado no tépico 3.2 e cultivadas em tubos
de ensaios de diametro 2 cm e altura 20 cm, contendo 40 g de areia lavada e
autoclavado por 3 vezes a 120 °C por 1 h. Foi testado o efeito de fontes de P de
baixa (R) e alta solubilidade (SFS), com doses de P equivalentes a 80 Kg ha™ (40
mg Kg de P). Para tal, foi utilizado um total de 7 tratamentos, 4 deles néo
receberam microrganismos, somente as duas fontes fosfatadas aplicadas
separadamente (R) e (SFS) e em conjunto (R+SFS). Os 3 tratamentos restantes
apresentavam a adubacdo com as duas fontes fosfatadas combinadas com a
mesma dose de P-equivalente e inoculadas com 0s microrganismos
solubilizadores de P separados (B8+R+SFS) e (F10+R+SFS) e em associagao
(F10+B8+R+SFS). Os fertilizantes foram aplicados de forma localizada, 3 cm
abaixo da semente, para reduzir a fixacdo de P pelo substrato. O controle
absoluto (Ca) recebeu apenas areia. A cada dois dias, as plantas receberam 4 mL
de agua destilada autoclavada.

A inoculacdo dos microrganismos foi realizada no momento do plantio por
meio da aplicacdo direta sobre as sementes. Aliquotas de 1 mL da cultura liquida
de bactérias foram ajustadas para 10° unidades formadoras de colénia (UFC) por
mL™ por meio de leitura em espectrofotdmetro a densidade 6ptica de 600 nm. O
in6culo fungico foi padronizado a partir de suspensdes dos discos de 0,5 cm de
diametros em solucao salina estéril 0,85 % (p/v) em propor¢édo 1:1. O namero de
esporos foi ajustado para 10° esporos mL™* com auxilio da cAmara de Neubauer.

Dez dias ap0s a germinacao, as plantas foram coletadas e segmentadas
em parte aérea (PA) e raiz (R). A partir de entdo, foram determinados os
parametros de crescimento: altura da PA (cm) e comprimento da R (cm) com
régua de escala 1:100, massas frescas e secas da parte aérea (MFPA, MSPA) e
raiz (MFR, MSR) em balanca analitica, sendo MSPA e MSR obtidos apés
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secagem em estufa de circulagao de ar forgado, a 65° C, por 72 h. Foi realizado
delineamento experimental inteiramente casualizado com 4 repeticbes. A
comparacao entre médias dos tratamentos foi feita por meio do teste de Tukey em
95% de confianca, utilizando o GraphPad Prisma® versao 6.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento e caracterizagdo macro e micromorfoldégica dos fungos

Foram isolados doze fungos oriundos da filosfera, do limbo foliar e da
rizosfera de plantas de milho tratadas com vermicomposto a base de esterco
bovino (Tabela 3). Silva et al. (2006) isolaram 110 fungos endofiticos de folhas,
caules e raizes de plantas de pinha e observaram que as maiores taxas de
colonizacao foram encontradas nas folhas. Todavia, 0s mesmos autores isolaram
90 fungos endofiticos de diferentes partes da planta de graviola, e néao
observaram diferencas significativas na taxa de colonizacdo. De acordo com 0s
autores, esses resultados indicam que qualquer uma das partes da planta pode

ser utilizada no processo de isolamento de fungos endofiticos.
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Tabela 3. Origem, posicao taxondmica com base nos aspectos morfologicos e
caracteristicas dos fungos isolados da filosfera, rizosfera e limbo foliar de plantas

de milho tratadas com vermicomposto a base de esterco bovino.

Caddigo Origem Diluigcao
F1 Filosfera Superficie foliar
F2 Limbo foliar -5
F3 Filosfera Superficie foliar
F4 Filosfera Superficie foliar
F5 Limbo foliar -5
F6 Limbo foliar -5
F7 Limbo foliar -5
F8 Limbo foliar -5
F9 Limbo foliar -5

F10 Limbo foliar -5
F11 Rizosfera -5
F12 Filosfera Superficie foliar

Nas avaliacbes macromorfologicas foram encontradas variagbes visuais

relevantes entre os isolados fungicos, especialmente em relacdo a coloracdo e ao

aspecto das colénias (Tabela 4). Quanto as caracteristicas dos micélios, 50%

apresentaram micélio abundante e 50% escasso. Quanto as colbnias, 33,3%

apresentaram aspecto grumoso, 41,6% aveludado e 25% liso. De acordo com o

bordo, 66,6% exibiram formatos regulares e 33,3% irregulares.
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Tabela 4. Caracteristicas macromorfologicas das colbnias de fungos em meio
BDA apos 7 dias de crescimento a 28°C.

Codigo Cor Micélio aéreo Aspecto Bordos
F1 Amarelo Abundante Grumoso Irregular
F2 Cinza Abundante Aveludado Regular
F3 Marron Escasso Grumoso Irregular
F4 Colorido Abundante Aveludado Regular
F5 Verde Escasso Grumoso Regular
F6 Branco Abundante Aveludado Irregular
F7 Preto Escasso Liso Regular
FS Marron Escasso Liso Regular
F9 Preto Escasso Liso Regular

F10 Cinza Abundante Aveludado Regular
F11 Verde Abundante Aveludado Regular
F12 Cinza Escasso Grumoso Irregular

De acordo com Peres et al. (2010), a caracterizagcdo morfolégica fornece

dados importantes sobre os microrganismos, porém € bastante limitado devido ao

baixo numero de caracteres para as avaliacdes. Com relacdo a caracterizacéo

micromorfoldgica, os fungos foram avaliados quanto a presenca ou ndo de septos

nas hifas e tamanho dos esporos (Figura 2). Foi possivel observar esporos na

maioria dos isolados fungicos, com excec¢ao do fungo F3, no qual sé foi possivel

observar hifas (Figura 2).
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Figura 2. Cultura pura dos fungos em meio sélido BDA e microscopia 6ptica
desses microrganismos: Em que F1 (Penicillium sp.), F2 (Curvularia sp.), F3
(Helminthosporium sp.), F4 (Gliocladium sp.), F5 (Curvularia sp.), F6 (Fusarium
sp.), F7 (Curvularia sp.), F8 (Curvularia sp.), F9 (Curvularia sp.), F10 (Curvularia
sp.), F11 (Trichoderma sp), F12 (Aspergillus sp.).
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As avaliacbes macro e micromorfolégicas indicaram que apenas um fungo
apresentou caracteristicas morfologicas semelhantes ao género Penicillium sp
(F1), seis ao género Curvularia sp. (F2, F5, F7, F8, F9 e F10), um ao género
Helminthosporium sp.(F3), um ao género Gliocladium sp. (F4), um ao género
Fusarium sp. (F6), um ao género Trichoderma sp. (F11) e um ao género
Aspergillus sp. (F12) (Figura 2).

Os fungos pertencentes ao género Curvularia sp. apresentaram pouca
variacdo no tamanho e coloracdo dos conidios. Mas, diferiram na coloracao das
coldénias, assim como no aspecto do micélio. Possivelmente, esses
microrganismos sdo de espécies ou estirpes diferentes. Tais resultados estédo de
acordo com os de Ferreira (2010), em que as analises morfologicas revelaram
uma elevada variabilidade dos isolados de Curvularia sp cultivados em meio BDA
a 28° C, de 7 a 14 dias. Segundo a mesma autora, estudos sobre morfologia
envolvendo este género sdo escassos e nado fornecem dados suficientes para
propor uma identificacdo em espécie.

Tanto o género Curvularia sp. quanto o género Fusarium sp. séo
conhecidos na literatura por causar doencas em variadas espécies de plantas
(Felipe et al., 2010; Silva et al., 2014; Brito & Nascimento, 2015). De acordo com
Wilson (1995), fungos patogénicos podem apresentar uma fase endofitica em seu
ciclo de vida, sem exibir sintomas da doenca apds a infeccdo. No presente
trabalho as plantas de milho utilizadas para o isolamento dos fungos n&o
apresentaram nenhuma caracteristica ou efeito de infeccéo por fitopatégenos.

Rubine et al. (2005) identificaram 23 géneros de fungos endofiticos em
ramos de cacaueiro e observaram que o género Fusarium sp. apresentou alta
frequéncia no isolamento. Ferreira (2010) isolou fungos endofiticos do género
Curvularia sp. em plantas de milho saudaveis. Segundo Kharwar et al. (2011),
fungos considerados fitopatdgenos podem habitar nos tecidos internos de
espécies vegetais sem causar prejuizos aos hospedeiros. Esses fungos podem
exibir diversas funcdes importantes para o hospedeiro, apresentando
caracteristicas potencialmente Uteis na agricultura e contribuindo para a
promocao de crescimento de plantas (Santos & Varavallo, 2011). Luz et al. (2006)
isolaram fungos endofiticos conhecidos na literatura como fitopatogénicos de
folhas, caules e raizes de plantas sadias de maracujazeiro-amarelo e avaliaram o

potencial desses microrganismos em estimular o crescimento de mudas da
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mesma planta. Os autores sugeriram que a inoculacdo da Curvularia sp
proporcionou incrementos da biomassa fresca e seca da planta devido a

producéao de fitormonios pelo fungo.

4.2. Anélise dos isolados fungicos por meio de técnicas moleculares

4.2.1. Extragao de DNA

Foi realizada a extracdo do DNA gendmico de doze fungos oriundos da
rizosfera, da filosfera e do limbo foliar de plantas de milho (Zea mays). Os DNAs
apresentaram qualidade satisfatéria para a realizacdo da reac¢do em cadeia da
polimerase (PCR) (Figura 3). De acordo com Novais et al. (2010), a identificagédo
de fungos apenas por analise das caracteristicas morfoldgicas é ineficiente para
caracterizacdo em nivel de espécie. Para tanto, as técnicas moleculares tém
contribuido para expandir o conhecimento sobre a diversidade e distinguir

diferencas entre isolados de uma mesma espécie (Avio et al., 2010).

F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

TR S T AW W o Y e T e

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 0,8 % do DNA genbémico dos doze
isolados fangicos. Em que M- marcador de massa Lambda DNA (100 mg pL™?), F1
(Penicillium sp.), F2 (Curvularia sp.), F3 (Helminthosporium sp.), F4 (Gliocladium
sp.), F5 (Curvularia sp.), F6 (Fusarium sp.), F7 (Curvularia sp.), F8 (Curvularia
sp.), F9 (Curvularia sp.), F10 (Curvularia sp.), F11 (Trichoderma sp), F12
(Aspergillus sp.).
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4.2.2. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e arvore filogenética dos

isolados fungicos

Para a identificacdo molecular, regides conservadas do gene do RNA
ribossdbmico (ITS - Espacgo Interno Transcrito) do DNA gendmico dos isolados
fungicos foram amplificadas. De acordo com Lanfranco et al. (1998), a regido ITS
€ de extrema importancia em estudos de caracterizacdo molecular de fungos, ja
gue essas regides sao geralmente constantes, ou apresentam pequena variagcao
dentro de espécies, mas sao bastante distintas entre espécies de um género.

O tamanho dos fragmentos amplificados variou de aproximadamente 700
a 800 pares de base (Figura 4).

M F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

-

Figura 4. Produto de amplificacdo por PCR do DNA genémico em gel de agarose
2 % dos isolados F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, F9, F10, F11 e F12, usando os
primers ITS1 e ITS4. Em que M- marcador de peso molecular Kasvi DNA Ladder,
RTU modelo K9-100 L, F1 (Penicillium sp.), F2 (Curvularia sp.), F3
(Helminthosporium sp.), F4 (Gliocladium sp.), F5 (Curvularia sp.), F6 (Fusarium
sp.), F7 (Curvularia sp.), F8 (Curvularia sp.), F9 (Curvularia sp.), F10 (Curvularia
sp.), F11 (Trichoderma sp), F12 (Aspergillus sp.).

Os produtos de amplificacdo da PCR foram sequenciados e comparados
com dados de sequéncias de espécies descritas no GenBank (National Institute of

Health), disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/. As arvores

filogenéticas baseadas na Inferéncia Bayesiana representam o nivel de
similaridades das sequéncias obtidas para os doze fungos depositados no
GenBank.

A analise filogenética combinada das regides génicas ITS, Tef-1a e -
Tubulina resultou na identificacdo de 6 espécies: Penicillium kloeckeri (F1),
Curvularia geniculata (F2, F8 e F10), Curvularia lunata (F3, F4, F5, F7 e F9),


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Fusarium incarnatum (F6), Trichoderma harzianum (F11) e Aspergillus caesiellus
(F12). Estas espécies foram agrupadas em clados com bom suporte de
probabilidade posterior, acima de 0,9 (Figuras 5, 6, 7, 8 e 9).

Penicillium halotolerans SQU-WT1
Penicillium chrysogenum SQU-WT15
1.0| Penicillium chrysogenum SQU-MA23
Penicillium chrysogenum NRRL-35635
Penicillium chrysogenum NRRL-356
Penicillium glandicola NRRL-3568
Penicillium commune NRRL-35686
Penicillium olsonii NRRL-35687
Penicillium novae-zeelandiae NRRL 35618
1.0 F1
1.0 Penicillium kloeckeri 9H0101
1.0 1.0 1.0[ Penicillium kloeckeri DR49
Penicillium kloeckeri KUC1286
Penicillium resedanum NRRL-578

ER Penicillium chalabudae SQU-WT13

— “— Penicillium sp. SQU-MA22
fﬁEPenia’/ﬁum janthineflum NRRL-35634

#10.99 Penicillium asturianum 12H0113

1.0r Penicillium glabrum SQU-MA19

Penicillium glabrum SQU-MA20

Penicillium glabrum SQU-MA21

Penicillium glabrum NRRL-35621

1.0 r Penicillium citrinum 3K0206

Penicillium citrinum 6H0103

Penicillium steckii NRRL-35625

Penicillium decaturense NRRL-356

Penicillium angulare NRRL-35630

Penicillium angulare NRRL-3563

Penicillium angulare NRRL-35683

1.0r Penicillium fellutanum NRRL-35619

Penicillium fellutanum NRRL-3562

Aspergillus caesiellus CBS470.6

0.98

0.99

0.03

Figura 5. Arvore filogenética multigene baseada na Inferéncia Bayesiana de
sequéncias combinadas dos genes ITS e B-Tubulina de isolado de Penicilliun
obtido de plantas de milho tratadas com esterco bovino. A probabilidade posterior
estd indicada proxima aos nés dos ramos. A arvore foi enraizada em Aspergillus
caesiellus CBS470.6.
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Curvularia geniculata VPCI 277P1
F2

Curvularia geniculata CBS18750
F8

F10

0_99[ Curvularia hawaiiensis VPCI 1000

Curvularia hawaiiensis VPCI 9909
Curvularia lunata VPCI 401P15
Curvularia lunata VPCI 1439P16
F3
F4
F5
F7
F9
Bipolaris sorokiniana MAFF238877
1.0 | Bipolaris sorokiniana MAFF235500
Bipolaris victoriae DAOM147449

Bipolaris zeicola AR5166
Bipolaris zeae AR3795

0'99/ Bipolaris zeae DAOM211267

Bipolaris neergaardii DAOM22808

Botryosphaeria rhodina CBS 164.96
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Figura 6. Arvore filogenética multigene baseada na Inferéncia Bayesiana de
sequéncias combinadas dos genes ITS e Tef-1a de isolado de Curvularia obtido
de plantas de milho tratadas com esterco bovino. A probabilidade posterior esta
indicada préxima aos nos dos ramos. A arvore foi enraizada em Botryosphaeria

rhodina CBS 164.96.

1.0 |~ Fusarium incarnatum MAFF 236386

Fusarium equiseti Q12002

0.98

0.99

o8 Fusarium equiseti Q12005

10 ’ Fusarium fujikuroi Q12038
Fusarium fujikuroi Q12039

Fusarium brasiliense NRRL22743

Fusarium crassistiptatum NRRL31949
— Fusarium solani f.sp. cucurbitae MPI NRRL22098
EFusan'um solani f.sp. batatas MPII nrrl 22400
.95
Fusarium solani f. sp. xanthoxyli MPIV
Fusarium solani f. sp. mori MPILI NRRL 22157
0.99
Fusarium solani f. sp. robiniae MPVIIL
Fusarium solani f. sp. pisi MPVI

b
Fusarium petroliphilum MPV

'— Fusarium solani f. sp. piperis

Aspergillus niger ITEM 4501

Figura 7. Arvore filogenética multigene baseada na Inferéncia Bayesiana de
sequéncias combinadas dos genes ITS e Tef-1a de isolado de Fusarium obtido de
plantas de milho tratadas com esterco bovino. A probabilidade posterior esta
indicada proxima aos nés dos ramos. A arvore foi enraizada em Aspergillus niger

ITEM 4501.
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1.0f Trichoderma hamatum LESF331
Trichoderma hamatum LESF330
Trichoderma asperellum LESF561
Trichoderma koningiopsis LESF006
1.0fF Trichoderma viride LESF115
Trichoderma atroviride LESF118
Trichoderma koningiopsis LESF002
Trichoderma deliquescens LESF211
Trichoderma eucorticioides LESF2

0-99~| Trichoderma orientale LESF540

Trichoderma orientale LESF516

Trichoderma longibrachiatum SQU-KH19
Trichoderma longibrachiatum SQU-KH18
Trichoderma viride SQU-KH18

Trichoderma andinense LESF541

0.95~7" Trichoderma andinense LESF560

Trichoderma virens LESF111

1.0} Trichoderma virens LESFO04

Trichoderma longifialidicum LESF

| »! Trichoderma velutinum LESF132

1.0

Trichoderma inhamatum SQU-KH20

+F11

Trichoderma harzianum SQU-KH22

I Trichoderma harzianum SQU-KH24

Trichoderma harzianum SQU-WT24
Penicillium glabrum SQU-QU09

Figura 8. Arvore filogenética multigene baseada na Inferéncia Bayesiana de

sequéncias combinadas dos gen

es ITS e Tef-1a de isolado de Trichoderma obtido

de plantas de milho tratadas com esterco bovino. A probabilidade posterior esta

indicada proxima aos nds dos
glabrum SQU-QUO09.

ramos. A arvore foi enraizada em Penicillium

0.96| Aspergitivs terreus SQU-WTO03
99| Aspergilius terreus SQU-KH02
Aspergifius luppii SQU-WT05

038l Aspergillus fiavipes SQU-WT04

Aspergillus tubingensis SQU-WTO1

0.99L Aspergiilus tubingensis SQU-KHO1
Aspergillus niger SQU-WT02

10 z Aspergiffus niger SQU-MA03

Aspergillus suiphureus SQU-WT06

1.0 | Aspergillus quadrilineatus SQU-MALS
1.0 Aspergillus quadrifineatus SQU-MA14
Aspergillus pseudodeflectus SQU-KH06

F12
0.99 . .
Aspergillus caesieffus CCF-5450

Aspergillus caesiellus CCF-5449

Aspergillus penicillioides CCF-5498
1 Aspergitius penicillicides CCF-5497
Aspergitius penicillioides CBS-140430

Rhizopus delemar SQU-QU34

Figura 9. Arvore filogenética multigene baseada na Inferéncia Bayesiana de
sequéncias combinadas dos genes ITS e B-Tubulina de isolado de Aspergillus
obtido de plantas de milho tratadas com esterco bovino. A probabilidade posterior

estd indicada proxima aos nos
delemar SQU-QU34.

dos ramos. A arvore foi enraizada em Rhizopus
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O fungo F1 foi identificado como Penicillium kloeckeri, pois apresentou
probabilidade posterior (pp) de 1,0 agrupando no clado desta espécie (Figura 5).
Os fungos F2, F8 e F9 mostraram alta similaridade no clado referente a espécie
Curvularia geniculata, apresentando pp= 1,0 (Figura 6). Os fungos F3, F4, F5, F7
e F9 foram identificados como Curvularia lunata, pois apresentaram pp= 0,99
agrupando no clado da espécie Curvuléria lunata (Figura 6). O fungo F6 foi
identificado como Fusarium incarnatum, pois apresentou pp=0,99 agrupando no
clado da espécie Fusarium incarnatum (Figura 7). O fungo F11 foi identificado
como Trichoderma harzianum, pois apresentou pp= 0,99 agrupando no clado da
espécie Trichoderma harzianum (Figura 8). O fungo F12 foi identificado como
Aspergillus caesillus, pois apresentou pp= 0,99 agrupando no clado da espécie
Aspergillus caesillus (Figura 9). Oliveira. (2014) isolou fungos endofiticos de
folhas sadias de coqueiro e por meio da caracterizacdo morfologica e molecular
também observou a presenca de fungos da espécie Curvularia geniculata. Huang
et al. (2009) estudaram a caracterizacdo molecular e arvores filogenéticas
baseadas na Inferéncia Bayesiana de trinta e quatro fungos endofiticos isolados
de plantas do género Artemisia e observaram a presenca das seguintes espécies
de Curvularia: Curvularia lunata, Curvularia cymbopogonis, Curvularia gladioli,
Curvularia gudauskasii, Curvularia heteropogonicola e Curvularia inaequalis.
Divakara et al. (2013) avaliaram por meio de técnicas moleculares diferentes
espécies de Fusarium sp, isoladas de sementes de sorgo e identificaram as
seguintes espécies: F. verticilliodes, F. thapsina e F. incarnatum. Sette et al.
(2006) caracterizaram, por meio de ferramentas moleculares, fungos filamentosos
isolados de plantas de café e observaram a presenca de espécies como:
Trichoderma harzianum, Trichoderma hamatum, Trichoderma pubescens,
Trichoderma aureoviride.

A identificacdo macro e micromorfolégica dos isolados F2 e F3 em nivel
de género nao foi compativel com a identificacdo molecular por meio das
sequéncias do GenBank. Mergulhdo et al. (2014) estudaram a caracterizacao
morfologica e molecular de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) isolados de
areas de mineracdo de gesso e também observaram que a identificacdo
morfologica dos isolados de FMA em alguns casos ndo foi confirmada pela
identificacdo molecular. De acordo com os autores, a identificacdo taxondmica

dos FMA apresenta algumas dificuldades, a classificacdo destes fungos sofreu
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grandes mudancas, nos Ultimos anos, com a descricdo de novas familias,
géneros e espécies e a recombinacdo de taxons, demonstrando elevada
complexidade de identificagao.

4.3. Mecanismos de promocéao de crescimento dos isolados fungicos

Os isolados fuangicos foram avaliados quanto a capacidade de
solubilizacdo de fosfato tricélcico, fosfato de rocha de Araxa, 6xido de zinco e
degradar celulose (Tabela 5). Grande parte dos isolados apresentou atividade
positiva para todos os mecanismos de promoc¢éao de crescimento testados.

Tabela 5. Capacidade de solubilizacdo de fosfato tricalcico, fosfato de rocha de
Araxa, oxido de zinco e degradar celulose dos isolados fangicos oriundos de
plantas de milho (Zea mays L.).

indice de Solubilizagéo (cm) e DO*

Isolados Fosfato Degradagao
Caz(POy): Zn0O Celulose
de Araxa
F1 P. kloeckeri 4,3+1,04 35+229 2,3+1,04 7,0+ 00
F2 C. geniculata 3,8£0,86 4,0£0,28 3,8+2,25 2,6+ 0,28
F3 C.lunata 2,0+1,15 3,0+0,28 3,2+1,17 1,0+ 00
F4 C.lunata 2,0+ 0,57 - 2,4+ 1,15 -
F5 C.lunata 4,0+0,47 45+057 4,3+00 1,5+ 0,86
F6 F.incarnatum - 2,0+ 00 1,0+ 00 4,0+ 1,60
F7 C.lunata 4,0+£057 3,500 4,5+0,28 2,3+ 1,25
F8 C. geniculata 3,0+1,60 3,6+0,28 4,6+0,76 1,0+ 00
F9 C.lunata 2,8+1,25 1,8+0,62 3,3+£0,57 -
F10 C. geniculata 2,3+1,25 4,6+£0,76 3,7+0,28 1,0+ 00
F11 T. harzianum - - - 1,5+ 0,47
F12 A. caesiellus - - - -
'DO: desvio padréo.

Curiosamente, nao foi possivel detectar halo de solubilizacdo do fungo
F12 (A. caesiellus) em nenhum dos meios analisados, ja que esse género tem
sido associado a producdo de &cidos organicos, mostrando habilidade em
solubilizar diferentes fontes fosfatadas (Coutinho et al., 2014; Nahas & Assis,

1992; Souchie et al., 2005b). Tal resultado pode ser explicado devido ao seu
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crescimento extremamente lento. Souchie. et al. (2007) testaram seis meios de
cultura solidos para isolar microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) a
partir do rizoplano e rizosfera de guandu e determinaram alguns critérios de
selecdo, como numero de MSF presentes, tempo de aparecimento de colbnias e
facilidade de distincdo do halo transparente. Os mesmos autores perceberam que
alguns meios de cultura favorecem o crescimento e numero de MSF.

O fungo F4 (C. lunata) ndo apresentou atividade positiva para
solubilizacdo de fosfato de rocha de Araxa e degradacéo de celulose. Luz et al.
(2006) isolaram um fungo do género Curvularia sp. de folhas de maracujazeiro-
amarelo e observaram que o fungo n&do apresentou potencial para degradar
celulose in vitro.

O fungo F11 (T. harzianum), ndo apresentou halo indicador de
solubilizagdo nos meios suplementados com as fontes fosfatadas e oOxido de
zinco. No entanto, esse fungo demonstrou potencial celulolitico, apresentando 1,5
cm de indice de solubilizacéo (IS) (Tabela 5). De acordo com Florencio (2011), os
fungos do género Trichoderma sp se destacam pela alta producdo enzimatica
exibida. Ruegger & Tauk-Tornisielo (2004) avaliaram o potencial de oitenta fungos
filamentosos, isolados do solo da Mata Atlantica, em produzir celulases e
observaram que dos 18 fungos do género Trichoderma sp., quatro apresentaram
atividade positiva para degradacdo de celulose, com indice de solubilizacéo
variando entre 1,1 a 6,0 mm.

De acordo com Cunha et al. (2016), espécies do género Penicillium séo
importantes decompositores celuloliticos. Tal afirmacdo estd de acordo com os
dados obtidos neste trabalho, ja que o fungo F1 (P. kloeckeri) foi 0 microrganismo
mais promissor para degradacédo de celulose, apresentando IS de 7 cm (Tabela
5).

O isolado pertencente ao género Fusarium (F. incarnatum) (F6), nao
apresentou habilidade em solubilizar fosfato tricalcico. Porém, esse
microrganismo apresentou atividade positiva para solubilizacdo de fosfato de
rocha de Araxa (IS=2), 6xido de zinco (IS=1) e degradacdo de celulose (1S=4)
(Tabela 6). De acordo com Coughlan (1985), este género de fungo € conhecido
por produzir celulase, podendo apresentar habilidade celulolitica. Por outra parte,
Gomezjurado (2012) observou que dez isolados do género Fusarium sp

apresentaram capacidade de solubilizar fosfato de calcio em meio sdlido.
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Dos oito isolados de Curvularia sp (F2, F3, F4, F5, F7, F8, F9 e F10), a
maioria foi capaz de produzir halo de solubilizagcdo nos diferentes meios testados,
com excecao do fungo F4, que ndo apresentou habilidade em solubilizar fosfato
de rocha de Araxa e degradar celulose e fungo F9, que ndo apresentou habilidade
para degradacao de celulose (Tabela 5). Estes fungos endofiticos, uma vez que
foram isolados de plantas saudaveis, poderiam estar participando dos processos
gue contribuem ao desenvolvimento das plantas e, portanto, podem ser incluidos

em sistemas de producao agricolas sustentaveis.

4.4. Selecdo dos isolados fungicos e bactérias compativeis

A compatibilidade entre os microrganismos foi classificada de acordo com o

crescimento do fungo sobre a bactéria em: alta (C;), média (Ci2) e baixa (Cy)
(Figura 10).

Figura 10. Ensaios de compatibilidade entre isolados de fungos e bactérias. (A)
Alta compatibilidade, C;; (B) Média compatibilidade, Ci, e (C) Baixa
compatibilidade, C,. Em que F5 (Curvularia lunata), F9 (Curvularia lunata), F11
(Trichoderma harzianum); e B1 (HRC54-Herbaspirillum seropedicae), B2 (RAM10-
Herbaspirillum seropedicae), B3 (101- Burkholderia silvatlantica), B4 (HCC103-
Herbaspirillum rubrisubalbicans), B5 (PAL5- Gluconacetobacter diazotrophicus),
B6 (98- Azospirillum sp.), B7 (21GI- Stenotrophomonas sp.), B8 (22GI- Serratia
marcescens).

Neste ensaio foi possivel confirmar a predominancia de interacdes entre
os isolados fungicos obtidos neste trabalho e as bactérias promotoras de
crescimento de plantas isoladas em estudos anteriores (Aguiar, 2012; Baldani et

al.,1986; Baldani et al., 1996; Cavalcante & Ddbereiner, 1988:; Perin et al., 2006;
Tarrand et al.,1978) (Tabela 6).
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Tabela 6. Compatibilidade in vitro entre os isolados fangicos e bactérias promotoras de crescimento de plantas. Alta
compatibilidade (C,); média compatibilidade (C,/,) e baixa compatibilidade (C,).

BACTERIAS
FUNGOS 1 2 3 N > 0 ! °
HRC 54 RAM 10 101 HCC 103 PAL 5 98 216Gl 22G1
F1  P.kloeckeri C, C, C, C, Co C> Cy Cz
F2 C.geniculata C, C, C, C, Ci Cy Ci Cy
F3 C.lunata C. C, Cuip C: C Cu2 C: C>
F4 C.lunata C, C, Ci C, Cip C, Ci Cz
F5 C.lunata Cu o) Cup Cuip C> Cip Cup Cue
F6 F.incarnatum C, Cy C, Ci C> Cy Ci Ca
F7 C.lunata Cip Cup C, Cy Cipo C1 Cip Cuz
F8 C.geniculata Cu Cup C; C, C> Cy Cup Cuz
F9 C. lunata Cup Cuz Cip C: Cipo Cypo Cypo Cuo
F10 C.geniculata C, Cip C, Cuip Cip Cip Cy Cue
F11 T. harzianum Cus Cip Cup Cup C, Cup Cap Cup

F12 A.

caesiellus
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O fungo F12 (A. caesiellus) foi o Gnico microrganismo que, por apresentar
um crescimento muito lento, ndo foi possivel detectar halo de compatibilidade ou
incompatibilidade neste estudo (Tabela 6).

Os isolados fangicos que produziram os resultados mais frequentes de
alta compatibilidade com as bactérias avaliadas foram os do fungo F2 (C.
geniculata) que apresentou alta compatibilidade com todas as bactérias, seguido
dos fungos F4 (C. lunata) e F6 (F. incarnatum) que mostraram alta
compatibilidade com todas as bactérias exceto com as bactérias 5 (B5)
(Gluconacetobacter diazotrophicus) e 8 (B8) (Serratia marcescens), para ambos
os isolados fangicos.

O fungo F11 (T. harzianum) exibiu média compatibilidade com todos os
isolados bacterianos, exceto com a PAL 5 (B5), com o qual foi imcompativel.

A compatibilidade entre fungos e bactérias pode desempenhar um
importante papel na sobrevivéncia e desenvolvimento dos microrganismos.
Deveau et al. (2010) demonstraram que a bactéria P. fluorescens BBCc6R8
promove a viabilidade do fungo micorrizico Laccaria bicolor por produzir tiamina,
uma vitamina hidrossoluvel que pertence ao complexo B. Por outra parte, esse
fungo pode promover a sobrevivéncia da bactéria devido a producéo da trealose,
um dissacarideo que se acumula em sua hifa. Essas interacfes, além de
beneficiar os microrganismos envolvidos, podem estimular o crescimento das
plantas por meio de mecanismos que incluem a aquisicdo de nutrientes (Tilak et
al.,1989; Artursson et al.,2005).

Entre todos os isolados fungicos, o fungo F1 (P. kloeckeri) mostrou a
menor compatibilidade. Este fungo apresentou baixa compatibilidade com cinco
das oito bactérias usadas neste ensaio (Tabela 6). Uma observacao interessante
nesta analise foi a baixa compatibilidade mostrada pela maioria dos fungos com a
Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe PAL 5. A atividade antifungica de
isolados pertencentes a esta espécie tem sido relatada por alguns autores. Pifion
et al. (2002) descreveram o0 antagonismo desta bactéria com a bactéria
Xanthomonas albilineans em meio de cultura BDA, e sugeriram que a inibicdo do
crescimento do fungo foi causada pela producdo de bacteriocinas, que séo
proteinas como complexos proteicos, geralmente um peptideo, que podem causar
danos a outros microrganismos. Mehnaz & Lazarovits (2006) demonstraram, in

vitro, que a atividade antifiungica de duas cepas de G. diazotrophicus (Wt e nifD)
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contra varias espécies de Fusarium spp estd relacionada a liberagcdo de
compostos toxicos pelas bactérias. E possivel que no meio de cultura BDA, a PAL
5 esteja produzindo compostos que impecam a proximidade das hifas de fungos.

Na literatura, existem alguns trabalhos citando a producao de substancias
antagonicas por G. diazotrophicus contra outros organismos (Chawla et al., 2014).
Bansal et al. (2005) relacionaram a atividade antagbnica de sete cepas de
Gluconacetobacter diazotrophicus contra o nematoide Meloidogyne incognita com
a excrecdo de ambnia e acidos graxos volateis pelas bactérias. Logeshwaran et
al. (2011) identificaram o composto Pyoluteorina, um antibiético produzido pela
PAL-5, como responsavel pela inibicdo do crescimento dos fungos Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Tiarosporella phaseolina e Ceratocystis fimbriata.

Além da G. diazotrophicus, espécies de Burkholderia e Herbaspirilum séo
reportadas na literatura com atividade antifungica. Hu & Young (1998) avaliaram a
atividade antibacteriana e antifiUngica de diversas bactérias, e observaram que a
maioria das espécies de Burkholderia sp. e Herbaspirillum sp. testadas inibiu o
crescimento do fungo Rhodotorula mucilaginosa. De acordo com o0s autores, essa
atividade é causada pela liberacdo de biocidas de baixo peso molecular, que
poderiam ser o cepalycin (metabolito hemolitico, resistente ao calor) e cepacidine
(antibiotico com grande potencial antifungico). Mendes (2008) relacionou o
antagonismo de 18 linhagens de Burkholderia sp. com Fusarium moliforme com a
producdo de pirrolnitrina (3-cloro-4-(3-cloro-2-nitrofenilpirrol) pela bactéria, um
metabolito secundario derivado do triptofano que apresenta atividade antifingica
de amplo espectro (Kirneret al.,1998).

No entanto, neste trabalho, foi encontrada uma alta compatibilidade entre
a bactéria 101 (Burkholderia sp) e o fungo F6 (Fusarium sp), assim como também
compatibilidade alta e média entre espécies de Herbaspirilum testadas (HRC54
(B1), RAM10 (B2) e HCC103 (B4)) com a maioria dos fungos.

Jesus (2013), em testes de compatibilidade com nove actinomicetos
oriundos de vermicompostos maturados e seis bactérias diazotroficas usando
meio NB (caldo nutriente), observou que a bactéria PAL5 produziu halo de
inibichio em quatro dos nove actinomicetos testados, resultados que se
correspondem com os obtidos neste trabalho. Entretanto, a bactéria Burkholderia
silvatlantica (UENF 101), compativel com todos os fungos, apresentou

incompatibilidade com todos os actinomicetos. E possivel que além de se tratar
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de interagbes entre microrganismos diferentes, este comportamento seja devido

ao meio utilizado.

4.5. Andlise in vitro da capacidade de solubilizacdo de fosfato dos fungos e
sua interacdo com bactérias promotoras de crescimento de plantas em meio

solido

Os resultados da capacidade de solubilizacdo de fosfato dos fungos
isolados e sua interacdo com bactérias em meio sélido Pikovskaya suplementado
com fosfato tricalcico mostraram que o isolado fungico F2 apresentou maior
habilidade de solubilizar quando inoculado sozinho em comparacdo a co-
inoculacao desse fungo com as bactérias (Figura 11). J4 os fungos F3, F4 e F8 e
F9 sozinhos e co-inoculados com as bactérias benéficas ndo apresentaram
diferencas significativas sobre a capacidade de solubilizacéo de P (p<0,05). A co-
inoculacdo dos fungos F7 e F10 com determinadas bactérias benéficas (F7XB2,
F10XB1 e F10XB8) exibiu um incremento nos indices de solubilizacdo (IS) em

relacdo a inoculagéo dos fungos sozinhos (Figura 11).
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Figura 11. Avaliacdo do indice de solubilizacdo (IS) em meio sélido Pikovskaya
agar suplementado com fosfato tricalcico (Casz(PO,)2) por isolados fungicos
combinados ou ndo com bactérias promotoras do crescimento de plantas. Em que
F1 (Penicillium kloeckeri), F2 (Curvularia geniculata), F3 (Curvularia lunata), F4
(Curvularia lunata), F5 (Curvularia lunata), F6 (Fusarium incarnatum), F7
(Curvularia lunata), F8 (Curvularia geniculata), F9 (Curvularia lunata), F10
(Curvularia geniculata), F11 (Trichoderma harzianum), F12 (Aspergillus
caesiellus); e Bl (HRC54-Herbaspirilum seropedicae), B2 (RAM10-
Herbaspirillum seropedicae), B3 (101- Burkholderia silvatlantica), B4 (HCC103-
Herbaspirillum rubrisubalbicans), B5 (PAL5- Gluconacetobacter diazotrophicus),
B6 (98- Azospirillum sp.), B7 (21GIl- Stenotrophomonas sp.), B8 (22GI- Serratia
marcescens). Resultados expressos em indice de Solubilizacdo (IS) (cm) com trés
repeticdes. As médias seguidas por letras distintas diferem entre si em 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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Com base nos dados observados neste ensaio, apenas trés interacdes
fungo-bactéria apresentaram IS superiores a inoculagdo do fungo sozinho. Estes
resultados podem ser explicados devido a habilidade das bactérias em secretar
diferentes substancias capazes de inibir a atividade solubilizadora dos fungos,
como por exemplo, metabdlitos volateis, sideroforos, antibidticos, bacteriocinas,
em um mecanismo denominado antibiose (Souza et al., 2015).

Gomes et al. (2001) observaram que os metabdlitos volateis produzidos
por duas das cepas de Bacillus subtilis inibiram significativamente o crescimento
micelial e a germinacdo dos conidios do fungo Cylindrocladium spathulatum.
Resultados similares foram obtidos por Furlani et al. (2007), que verificaram que
todos os isolados de Bacillus spp. foram capazes de inibir o crescimento micelial
do Colletotrichum acutatum por meio da producdo de metabdlitos termolabeis.
Toledo et al. (2002) observaram que metabdlitos secundarios néo identificados
produzidos pela bactéria Burkholderia cepacia inibiram o crescimento de cepas de
Fusarium sp.

Outra possivel explicacdo para tal resultado pode ser atribuida ao fato das
bactérias estarem competindo por nutrientes presentes no meio de cultura,
impedindo o crescimento do fungo. Sala et al. (2007) avaliaram a eficiéncia da co-
inoculacdo de bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares na
colonizacdo dos fungos em plantas de trigo e observaram que a colonizacéo
micorrizica foi maior quando os fungos foram inoculados isoladamente. Os
autores sugeriram gque pode ter acontecido competicdo entre oS microrganismos
por compostos fotossintetizados.

Lima et al. (2011) avaliaram o potencial da inoculacdo e co-inoculacdo de
fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) e bactérias diazotréficas no crescimento
de mudas de mamoeiro na auséncia e presenca de P e verificaram que né&o
houve efeito significativo da inoculacéo isolada das bactérias diazotréficas ou em
conjunto com os FMAs. Segundo o0s autores, a inoculacdo conjunta dos
microrganismos pode ter gerado competicdo entre eles, prejudicando o
desenvolvimento das plantas.

Dois dos isolados fungicos (F6 e F12) nao solubilizaram P (Figura 11).
Porém, quando co-inoculados com as bactérias, apresentaram capacidade de
solubilizacdo. No caso do fungo F6, na presenca das bactérias B1, B2, B3 e B5

(Figura 11), e para o fungo F12, ao qual ndo foi possivel avaliar sua
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compatibilidade in vitro (Tabela 6), foi detectada atividade solubilizadora de P
guando co-inoculado com cada um dos isolados bacterianos (Figura 11).

Os resultados sugerem que ha uma interacdo benéfica entre esses
microrganismos que favorece a disponibilidade de P, j& que as bactérias
Herbaspirillum seropedicae (RAM 10), Herbaspirillum rubrisubalbicans (HCC103)
e Azospirillum sp (98) ndo apresentam capacidade para solubilizar fosforo
inorganico (Videira, 2012; Rodrigues, 2016).

Possivelmente as bactérias associadas aos fungos podem estar atuando
como auxiliares, exercendo efeitos benéficos sobre os mesmos.

Neste tipo de interacdo, Artursson, (2006) afirma que as hifas fungicas
liberam carbono (C), que podem ser absorvidas pelas bactérias e, em
contrapartida, as bactérias podem melhorar o crescimento dos fungos por meio da
disponibilidade de nutrientes.

Sala et al. (2007) avaliaram o efeito da inoculagéo de dois novos isolados
de bactérias diazotréficas endofiticas (Achromobacter insolitus e Zoogloea
ramigera) e da interagdo destas bactérias com dois fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) (Glomus sp. e Acaulospora sp.) na cultura de trigo e
observaram que houve efeito sinérgico da co-inoculacdo na colonizacdo das
raizes por ambas as bactérias diazotroficas, com a aplicacdo do FMA do género
Acaulospora, sugerindo que as bactérias diazotroficas podem contribuir para a
nutricdo dos FMAs, ao tornar disponivel o nitrogénio atmosférico.

Isopi et al. (1995) testaram o efeito da co-inoculacdo entre fungos
micorrizicos arbuculares e Gluconacetobacter diazotrophicus em plantas de sorgo
e verificaram que essa interacdo aumentou significativamente o teor de N nas
plantas, interferindo no tamanho das raizes, tornando-as mais compridas e
ramificadas.

A compatibilidade entre fungos e bactérias ndo necessariamente se
relaciona com a capacidade de desenvolver uma atividade positiva no mecanismo
de promocéao de crescimento de plantas como é o caso da solubilizacdo de P.

Os resultados da capacidade de solubilizacdo de fosfato dos fungos
isolados e sua interacdo com bactérias em meio sélido Pikovskaya suplementado
com fosfato de rocha de Araxa mostraram que o isolado fungico F2 apresentou
maior habilidade em solubilizar o fosfato de rocha de Araxa quando inoculado

sozinho em comparagcdo com as co-inoculagbes nas bactérias testadas (Figura
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12). Ja os fungos F1 e F6 sozinhos e co-inoculados com as bactérias benéficas
nao apresentaram diferencas significativas sobre a capacidade de solubilizacao
de P de acordo com o Teste Tukey em 5% de probabilidade. A co-inoculagéo dos
fungos F3, F5, F7, F8, F9 e F10 com determinadas bactérias benéficas (F3XB7,
F5XB8, F7XB3, F7XB8, F8XB2, F8XB3, F8XB4, F8XB5, F8XB6, F8XB7, F8XBS,
FOXB4, FOXB6, FOXB7, F10XB1l F10XB2, F10XB3, F10XB4, F10XB5, F10XB6,
F10XB7 e F10XB8) exibiu um incremento nos IS em relagdo a inoculacdo desses

fungos sozinhos (Figura 12).
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Figura 12. Avaliacdo do indice de solubilizacdo (IS) em meio sélido Pikovskaya
agar suplementado com fosfato de rocha de Araxa por isolados fangicos
combinados ou ndo com bactérias promotoras do crescimento de plantas. Em que
F1 (Penicillium kloeckeri), F2 (Curvularia geniculata), F3 (Curvularia lunata), F4
(Curvularia lunata), F5 (Curvularia lunata), F6 (Fusarium incarnatum), F7
(Curvularia lunata), F8 (Curvularia geniculata), F9 (Curvularia lunata), F10
(Curvularia geniculata), F11 (Trichoderma harzianum), F12 (Aspergillus
caesiellus); e Bl (HRC54-Herbaspirilum seropedicae), B2 (RAM10-
Herbaspirillum seropedicae), B3 (101- Burkholderia silvatlantica), B4 (HCC103-
Herbaspirillum rubrisubalbicans), B5 (PAL5- Gluconacetobacter diazotrophicus),
B6 (98- Azospirillum sp.), B7 (21GIl- Stenotrophomonas sp.), B8 (22GI- Serratia
marcescens). Resultados expressos em indice de Solubilizacdo (IS) (cm) com trés
repeticdes. As médias seguidas por letras distintas diferem entre si em 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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Os fungos F4 e F12 ndo mostraram habilidade para solubilizacdo de P no
meio fosfato de rocha de Araxa. Porém, quando co-inoculados com as bactérias
apresentaram efeito solubilizador positivo (Figura 12). No caso do fungo F4, na
presenca de todas as bactérias (Figura 12D), e para o fungo F12 foi detectada a
capacidade quando co-inoculado com as bactérias B1, B2, B5 e B7 (Figura 12K),
comportamento que difere dos resultados no meio de fosfato tricalcico (Figura 11).

Neste caso, além das fontes fosfatadas, as interacbes entre fungos e
bactérias podem estar influenciando na solubilizacdo de P. Os resultados aqui
apresentados mostram que os efeitos positivos dessas interacbes podem ter
beneficiado de forma significativa a solubilizag&o in vitro.

Braz, 2011 avaliou a co-inoculagdo do fungo Aspergillus niger com a
bactéria Burkholderia cepacia sobre o mecanismo de solubilizagdo de fosforo e
observaram quantidades maiores de fosfato nos tratamentos que apresentavam o
co-indculo. A autora sugeriu que poderia existir um notavel sinergismo da co-
cultura em comparacao com as culturas individuais.

Alguns autores tém relatado que o potencial para a solubilizacdo de P de
microrganismos solubilizadores depende de fatores ambientais como tipo de
fosfato, fonte de C e N (Silva Filho & Vidor, 2001), assim como dos géneros e/ou
espécies de isolados microbianos (Silva Filho & Vidor, 2000; Silva Filho et al.,
2002; Mendes et al., 2014). No presente trabalho foi usado como fonte de N o
amonio ((NH4)>SO,) e a glicose como fonte de C.

De acordo com Silva Filho & Vidor (2001), esses fatores podem ter
participacdo decisiva no processo de solubilizacdo. O efeito da fonte de N tem
sido relacionado ao balanco de ions absorvidos (Fernandes & Souza, 1990). De
maneira geral, a solubilizacdo aumenta com a absorcdo de fontes amoniacais e
diminui com as nitricas (Silva Filho & Vidor et al., 2001), ja que com a absorcédo de
amonio a célula tem que promover a extrusdo de prétons H* para manter a sua
eletroneutralidade e o transporte ativo secundéario em funcionamento (Fernandes
& Souza, 1990), acidificando o meio e consequentemente solubilizando o fosforo.

Segundo Ahuja et al. (2007), a producdo de &cidos organicos é
diretamente proporcional ao crescimento dos fungos solubilizadores de P que, por
sua vez, esta associado a disponibilidade de C no meio (Papagianni et al., 2005).

No entanto, Illmer et al. (1995) verificaram que deficiéncias nutricionais
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acarretando limitagcdo no crescimento do microrganismo podem beneficiar a
liberacdo de acidos no meio.

No meio contendo fosfato de rocha de Araxa (Figura 12), as melhores
interacbes observadas foram: F3xB7, F5xB8, F7xB8, F8xB2, F8xB3, F8XB4,
F8xB5, F8XB6, F8XB7, F8XB8, F9xB4, F9xB6, FOXB7, F10xB2, F10XB3 e
F10xB8. J4 as interacbes de menor capacidade solubilizadora foram: F2xB2,
F2xB8, F3xB4, F3xB5, F5xB1. Tanto para fosfato de tricélcico (Figura 11) quanto
para fosfato de rocha de Araxa (Figura 12) as combinacfes fungo-bactéria mais
promissoras para solubilizacdo de P em meio sélido foram: F10xB8 e F12xB?7.

Muitos trabalhos tém avaliado o efeito dos microrganismos solubilizadores
de P in vitro em culturas puras (Mittal et al., 2008; Silva Filho & Vidor 2000;
Souchie et al., 2005). No entanto, poucos tém se dedicado nas observacdes das
formas co-inoculadas (Braz & Nahas 2012). Considerando que em um ambiente
natural esses microrganismos encontram-se em constante interacdo, torna-se
importante estudar essas associacfes para entender seus mecanismos (Braz,
2011).

Pasqualini et al. (2013) observaram efeitos benéficos em duas espécies
florestais A. sellowiana e C. myrianthum quando inoculadas com microrganismos
mistos. Jayasinghearachchi & Seneviratne (2005) avaliaram a formacao de
biofiimes entre bactérias do género Bradhirizobium nos fungos Aspergillus sp. e
Penicillium sp. e verificaram que essas interacfes sdo altamente sinérgicas e

apresentam potencial para solubilizacéo de P.

4.6. Anadlise in vitro da capacidade de solubilizacdo de fosfato dos fungos e
sua interacdo com bactérias promotoras de crescimento de plantas em meio

liquido

Segundo Souchie et al., (2007), a indicacao de solubilizacdo bioldgica de
fosfato, avaliada visualmente pela formacdo de halo transparente em meio de
cultura sélido, ndo necessariamente implica na capacidade de solubilizar P de
fosfato em meio liquido. A partir dos resultados obtidos na avaliagdo das
interacBes fungo-bactéria em meio solido de solubilizacdo (Figuras 11 e 12),
foram selecionados dois tratamentos que apresentaram interacbes positivas
(F10xB2 e F10xB8) e dois que exibiram interagdes desarmonicas (F2xB2, F2XB8)
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para avaliagcdo em meio liquido suplementado com fosfato tricalcico (Figura 13) e
fosfato de rocha de Araxa (Figura 14).

Os resultados obtidos para o fungo F2 em meio liquido (Figuras 13A e
14A) se relacionam com aqueles obtidos em meio de cultura sélido para ambas
as fontes de P (Figura 11B e 12B). A co-inoculagéo do fungo F2, tanto com a
bactéria B2 como com B8, tanto em fosfato tricalcico (Figura 13 A) quanto em
fosfato de rocha de Araxa (Figura 14 A), diminui significativamente a quantidade
de P soliavel no meio em relacdo ao F2 inoculado sozinho. Portanto, essas
interacdes ndo apresentaram um efeito sinérgico no que se refere a solubilizacdo
de P.

Também foi observada uma relacdo nos resultados obtidos para o fungo
F10 em meio liquido (Figura 13B e 14B) com os obtidos em meio de cultura solido
para ambas as fontes de P. A co-inoculagéo do fungo 10, tanto com a bactéria B2
guanto com B8, tanto em fosfato tricélcico (Figura 13B), quanto em fosfato de
rocha de Araxa (Figura 14B), aumentou significativamente a quantidade de P
soluvel no meio em relagdo ao F10 inoculado sozinho. Assim, neste caso,

observou-se efeito sinérgico nessas interacdes em relacdo a quantidade de P

solubilizado.
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Figura 13. Teor de P soltvel (mg L™) em meio liquido suplementado com fosfato
tricalcico, 7 dias apés a incubacédo do isolado fungico (F2), das bactérias (B2) e
(B8) e suas interacdes (F2XB2) e (F2XB8) (A) e do isolado fungico (F10), das
bactérias (B2) e (B8) e suas interacdes (F10XB2) e (F10XB8) (B). Em que C
(controle), F2 (Curvularia geniculata), F10 (Curvularia geniculata), B2 (RAM10-
Herbaspirillum seropedicae) e B8 (22GI- Serratia marcescens). As médias
seguidas por letras distintas diferem entre si em 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey.
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Figura 14. Teor de P soltvel (mg L™) em meio liquido suplementado com fosfato
de rocha de Araxa, 7 dias apés a incubacado do isolado fungico (F2), das bactérias
B2 e B8 e suas interacbes F2XB2 eF2XB8 (A) e do isolado fungico (F10), das
bactérias B2 e B8 e suas interagcdes F10XB2 e F10XB8 (B). Em que C (controle),
F2 (Curvularia geniculata), F10 (Curvularia geniculata), B2 (RAM10-
Herbaspirillum seropedicae) e B8 (22GI- Serratia marcescens). As médias
seguidas por letras distintas diferem entre si em 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey.

O comportamento diferenciado dos fungos F2 e F10, que de acordo com
os resultados de caracterizacdo molecular, pertencem a mesma espécie,
(Curvularia geniculata), resulta do fato de que esses microrganismos pertencem a
estirpes diferentes.

De acordo com Artursson et al. (2006), as interacfes entre fungos e
bactérias parecem estar diretamente relacionadas aos microrganismos
envolvidos, sugerindo um elevado grau de especificidade. Uma possivel
explicacdo para esse evento € que algumas estirpes de fungos podem contribuir
para o crescimento e a sobrevivéncia das bactérias, proporcionando melhores
interacdes na natureza (Deveau et al., 2010).

Efeitos sinérgicos provenientes das associacdes entre fungos e bactérias
tém sido reportados por alguns grupos de pesquisa (Braz & Nahas, 2012; Isopi et
al.,1995; Minaxi et al., 2013). Balota et al. (1997) verificaram o efeito da dupla
inoculacdo dos FMA e das bactérias diazotréficas em plantulas micropropagadas
de mandioca e observaram que a inoculacdo conjunta apresentou acumulo
significativo de P nas raizes, com incremento de até 158% em relacdo ao fungo
sozinho. De acordo com Colozzi-Filho & Siqueira (1986), estes efeitos podem
resultar da acéo direta dos microrganismos sobre os mecanismos de absorc¢do ou

da interagdo ou diluicdo dos nutrientes, em decorréncia do desenvolvimento
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diferenciado das plantas. Minaxi et al. (2013) relataram efeito sinérgico resultante
da co-inoculacdo de bactérias solubilizadoras de P e o FMA em plantas de trigo
cultivadas em solo estéril suplementado com fosfato tricalcico. De acordo com os
autores, este efeito pode ser atribuido a interacdo positiva entre o0s
microrganismos. Saxena et al. (2014) avaliaram o efeito sinérgico entre o fungo
micorrizico arbuscular Glomus etunicatum e a bactéria Burkholderia cepacia em
plantas de trigo cultivadas em solo estéril suplementado com fontes de P insolavel
e constataram que a dupla inoculacdo aumentou todos os parametros de
crescimento estudados em comparagao com as inoculacgdes individuais. Segundo
0S mesmos autores a inoculacdo dos microrganismos aumentou a eficiéncia do
transporte de P para as plantas.

Com base nos seus respectivos IS, os fungos testados (F2 e F10)
apresentaram maior capacidade de solubilizacédo in vitro do que as bactérias, com
excecdo da B8, que apresentou uma solubilizacdo de fosfato significativamente
superior ao fungo 10 em ambos os meios de cultura (Figuras 13B e 14B).

A maior solubilizacdo de fosfato por isolados fungicos quando
comparados com isolados bacterianos tem sido reportada na literatura (Silva Filho
& Vidor, 2000; Souchie et al., 2005b).

Ja4 no caso da bactéria B8, trata-se de um isolado de vermicomposto
maturado identificado como Serratia marcescens. Alguns trabalhos tém
demonstrado efeitos promissores na solubilizacdo de P por esta espécie de
bactéria. Aguiar (2012) comprovou que esta bactéria exibe altas taxas de
solubilizacdo de P em meio sélido suplementado com fosfato tricalcico. Farhat et
al. (2009) avaliaram 52 bactérias quanto a habilidade de solubilizar diferentes
fontes fosfatadas e constataram que a bactéria Serratia marcescens apresentou

alta taxa de solubilizacdo nos meios testados.

4.7. Valores de pH em meio liguido suplementado com fosfato tricalcico e

fosfato de rocha de Araxa

O principal mecanismo de solubilizacdo de P utilizado por microrganismos
compreende a liberacdo de acidos organicos, que resulta na acidificacdo do meio

de cultura. Possivelmente, os fungos e as bactérias (sozinhos e/ou co-inoculados)
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utilizados nesses ensaios secretaram um ou mais acidos organicos (Figuras 15 e
16).
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Figura 15. Valores de pH em meio liquido suplementado com fosfato tri-calcico e
inoculado com o isolado fungico (F2), as bactérias B2 e B8 e suas interacbes
F2XB2, F2XB8 (A) e com o isolado fungico (F10), as bactérias B2 e B8 e suas
interagcbes F10XB2, F10XB8 (B). Em que F2 (Curvularia geniculata), F10
(Curvularia geniculata), B2 (RAM10- Herbaspirillum seropedicae) e B8 (22GI-
Serratia marcescens). As medias seguidas por letras distintas diferem entre si em
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 16. Valores de pH em meio liquido suplementado com fosfato de rocha de
Araxa e inoculado com o isolado fangico (F2), as bactérias B2 e B8 e suas
interacdes F2XB2, F2XB8 (A) e com o isolado fungico (F10), as bactérias B2 e B8
e suas interacdes F10XB2, F10XB8 (B). Em que F2 (Curvularia geniculata), F10
(Curvularia geniculata), B2 (RAM10- Herbaspirilum seropedicae) e B8 (22GI-
Serratia marcescens). As médias seguidas por letras distintas diferem entre si em
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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De acordo com Richardson (2001), os &cidos organicos mais produzidos
pelos microrganismos séo os 4cidos gluconico, citrico e oxalico.

Alguns grupos de pesquisa tém observado que a co-inoculagédo entre
fungos e bactérias em meio liquido de solubilizacdo, além de aumentar as
guantidades de P soluvel, diminui de forma significativa o pH do meio (Villegas &
Fortin, 2001; Villegas & Fortin, 2002). Neste trabalho, foi observado que os
valores de pH no meio suplementado com fosfato de rocha tricélcico foram
maiores em relagédo aos valores de pH encontrados no meio fosfato de rocha de
araxa.

Mendes et al. (2014) avaliando o efeito do pH na solubilizagdo de fontes
de P (AIPO4, FePO,4 Caz(PO,),), mostraram que o fosfato tricalcico pode ser
solubilizado completamente em valores de pH entre 7 até 4, ja as fontes naturais
apresentam valores de pH mais baixos. De acordo com os autores, o fosfato
tricalcico esta ligado a uma estrutura mais simples, ja o P do fosfato rocha de
Araxa esta ligado a uma estrutura mais complexa, por iSso, S4o0 necessarias
maiores quantidades de acidos organicos para sua solubilizacao.

Oliveira et al. (2012), estudando a capacidade de solubilizacédo de fosfato
em meio liquido (NBRIP) suplementado com fosfato de calcio (CaHPO,) por seis
isolados de Trichoderma spp, observaram que todos os fungos testados foram
capazes de solubilizar fosfato e apresentaram reducéo significativa de pH em

valores que variavam entre 4,6; 4,7; 4,9 € 5,0.

4.8. Efeito da co-inoculagdo do fungo (F10) e da bactéria (B8) no

crescimento de plantas de milho (Zea mays L.)

Os dados obtidos nas figuras 17 (A, B) e 18 (A, B, C e D) demonstram o
efeito da inoculacdo de F10 (Curvularia geniculata) e de B8 (Serratia
marcescens), sozinhos e em co-cultivo, sobre o crescimento de milho var.
UENF/506-11, na presenca de duas fontes de P. Estes isolados foram
selecionados de acordo com os resultados mostrados em experimentos
anteriores, no qual apresentaram efeito sinérgico tanto em meio sélido (Figuras 11

e 12) quanto em meio liquido de solubilizacdo de P (Figuras 13A e B; 14A e B).
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Figura 17. Efeito das duas fontes de P, da inoculacdo do fungo 10 (F10), da
bactéria 8 (B8) e sua interacdo (F10+B8) sobre a altura da parte aérea (cm) (A) e
o comprimento da raiz (cm) (B) de milho. Em que C absoluto (controle absoluto),
C+Rocha (controle+fosfato de rocha de Araxa), C+ SFS (controle+superfosfato
simples), C+R+SFS (controle+fosfato de rocha de Araxat+superfosfato simples),
B8+R+SFS (Serratia marcescens+fosfato de rocha de Araxat+superfosfato
simples)F10+R+SFS (Curvularia geniculata+fosfato de rocha de
Araxa+superfosfato simples) e B8+F10+R+SFS (Serratia marcescens+Curvularia
geniculata fosfato de rocha de Araxa+superfosfato simples). As médias seguidas
por letras distintas diferem entre si em 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
As barras representam o desvio padrao dos tratamentos.
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Figura 18. Efeito das duas fontes de P, da inoculacdo do fungo 10 (F10), da
bactéria 8 (B8) e sua interacdo (F10+B8) sobre a massa fresca da parte aérea
(MFPA) (A) e massa fresca da raiz (MFR) (B), a massa seca da raiz (MSR) (mg)
(C) e massa seca da parte aérea (MSPA) (mg) (D) de milho. Em que C absoluto
(controle absoluto), C+Rocha (controle+fosfato de rocha de Araxa), C+SFS
(controle+superfosfato simples), C+R+SFS (controle+fosfato de rocha de
Araxa+superfosfato simples), B8+R+SFS (Serratia marcescens+fosfato de rocha
de Araxa+superfosfato simples), F10+R+SFS (Curvularia geniculata+fosfato de
rocha de Araxdtsuperfosfato simples) e B8+F10+R+SFS (Serratia
marcescens+Curvularia geniculata+fosfato de rocha de Araxa+superfosfato
simples). As médias seguidas por letras distintas diferem entre si em 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Os dados indicam que a inoculacdo do fungo 10 (F10) associado a
bactéria promotora de crescimento de planta (B8) na presenca das duas fontes
fosfatadas aumentou todos os parametros avaliados. Para a variavel altura da

parte aérea (cm) (Figura 17A), este tratamento resultou em incremento de 124%
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em relagdo ao C absoluto e 18% em relagdo ao controle contendo as fontes de
fosforo combinadas (R+SFS). A inoculacdo da bactéria B8 apresentou efeito
estatisticamente semelhante a co-cultura no meio suplementado com SPS e R.

Quanto ao comprimento (cm) da raiz (Figura 17B), a inoculacdo das
culturas mistas (F10+B8) associadas as fontes de fosfato proporcionou aumento
de 133% em relagéo ao C absoluto e 27% em relagé&o ao controle com as fontes
fosfatadas (R+SFS). Assim como na variavel altura, a inoculagdo da bactéria
isolada (B8) apresentou atividade estatisticamente igual a co-cultura (F10+B8).

A co-inoculacdo dos microrganismos (F10+B8) em conjunto com as fontes
de P aumentou a MFPA e MFR (Figuras 18 A e B). Para MFPA, foi obtida uma
eficiéncia de 186% em relacdo ao C absoluto e de 85% em relacdo ao controle
contendo as fontes fosfatadas. Ja para MFR, foi observado aumento de 127% em
relacdo ao C absoluto e de 56% em relacdo ao controle com as diferentes fontes.

Ao avaliar a eficiéncia das co-culturas (F10+B8) associadas as fontes
fosfatadas em relacdo MSR e MSPA (Figuras 18C e D), observou-se um
incremento de 291% em relagdo ao C absoluto e 45% em relagdo aos controles
fosfatados e 210% em relacédo ao C absoluto e 93% em relagcdo aos controles
fosfatados, respectivamente.

Alguns grupos de pesquisa tém demonstrado efeitos sinérgicos no uso
combinado de microrganismos mistos em diferentes culturas (Sarto et al., 2010;
Minaxi et al., 2013; Saxena et al., 2013; Schossler et al., 2016). Minaxi et al (2013)
relataram que a co-inoculacdo do FMA com rizobactérias solubilizadoras de P
mostrou um aumento significativo no peso seco em plantas de trigo em relacéo ao
controle contendo fosfato tricalcico. Tal resultado esta em conformidade com os
relatados por Saxena et al. (2013), em que a dupla inoculacdo entre
microrganismos mistos (fungo e bactéria) aumentou todos os parametros de
crescimento estudados. Paula et al. (1992) também relataram aumento
significativo no peso seco da raiz em batata-doce apés a dupla inoculagdo com o
fungo G. clarum e as bactérias A. diazotrophicus e Klebsiella sp.

Segundo Oliveira et al. (2013), uma alternativa eficiente para a agricultura
consiste na utilizacdo de rochas naturais, com baixas taxas de solubilizacdo, mas
gue em associacdo com microrganismos solubilizadores, sdo capazes de suprir,
mesmo que parcialmente, a demanda de P pelas plantas.

Sarto et al. (2010) avaliaram o efeito da co-inoculacdo de dois fungos
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solubilizadores de fosfato associados a duas fontes de fosfato natural em plantas
de sorgo e observaram que o0s tratamentos com inoculantes mistos
proporcionaram 0s maiores incrementos na altura e na matéria seca da parte
aérea em comparacao aos controles de adubos.

Ferreira et al. (2016) verificaram o efeito do uso combinado de
Azospirillum sp, Bacillus sp e FMA no cultivo de milheto, adubado com fosfato de
rocha de Araxa e observaram ganhos expressivos de massa seca da parte aérea
da planta de milheto de até 59,6% em relacdo ao tratamento controle nao
inoculado.

Oliveira et al. (2013) testaram a inoculac@o de cinco bactérias do género
Bacillus (solubilizadoras de P) em conjunto com duas rochas fosfatadas (fosfato
de Itafés e fosfato de Araxa) em plantas de milheto e verificaram que os
tratamentos com o inoculante permitiram ganhos significativos de matéria seca de
milheto em relagdo aos tratamentos ndo inoculados. Dados similares foram
obtidos por Ribeiro et al. (2015), em que a inoculacéo de bactérias solubilizadoras
de P em associacdo com duas rochas fosfatadas promoveu um acréscimo de até

50% na fitomassa da raiz de milheto, aumentando a massa seca da raiz (MSR).
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5. CONCLUSOES

Foram isolados doze fungos oriundos da filosfera, do limbo foliar e da rizosfera de
plantas de milho (Zea mays L.). Sua caracterizacdo morfolégica indica que eles
pertencem aos seguintes géneros: Penicilliun (F1), Curvularia (F2, F5, F7, F8, F9
e F10), Helminthosporium (F3), Gliocladium (F4), Fusarium (F6), Trichoderma
(F11) e Aspergillus (F12). Ja a caracterizacdo molecular indica que eles
pertencem as seguintes espécies: Penicillium kloeckeri (F1), Curvularia geniculata
(F2, F8, F10), Curvularia lunata (F3, F4, F5, F7, F9), Fusarium incarnatum (F6),

Trichoderma harzianum (F11) e Aspergillus caesiellus (F12).

A maioria dos fungos apresentou habilidade de solubilizar Pi em meio solido
suplementado com fosfato de calcio e fosfato de Araxa e solubilizar ZnO, exceto
os fungos F11 e F12. Quanto a capacidade de degradar celulose, apenas os

fungos F4, F9 e F12 ndo apresentaram essa habilidade.

Com base nos testes de compatibilidade entre fungos e bactérias promotoras do
crescimento vegetal da colecdo do LBCT-UENF, nenhum dos isolados fungicos
foi incompativel com as bactérias. No entanto, algumas bactérias foram mais

compativeis que as outras.

Das 88 interacBes fungo-bactéria testadas em ambos os meios fosfatados, 16
apresentaram halo solubilizador maior que a cultura individual em meio Caz(POg)

enquanto 37 apresentaram este potencial em meio fosfato de rocha Araxa.



65

Os fungos F6 e F12 ndo mostraram habilidade para solubilizagdo de P no meio
Caz(PO,4), porém quando co-inoculados com as bactérias apresentaram efeito
solubilizador positivo. O mesmo aconteceu com os fungos F4 e F12 em meio
fosfato de rocha Araxa.

N&o foi possivel estabelecer uma relacdo entre a compatibilidade entre fungos e
bactérias e a capacidade desses microrganismos desenvolverem um sinergismo

no mecanismo de promocdo de crescimento de plantas como é o caso da

solubilizagéo de P.

Os isolados capazes de solubilizar fosfato em meio sélido mantiveram esta
habilidade em meio liquido.

A co-inoculacdo do fungo 10 (F10) e da bactéria (B8) associada as duas fontes
fosfatadas influenciou significativamente a maioria das caracteristicas biométricas
avaliadas em plantas de milho, sugerindo que a aplicagcdo de microrganismos
mistos pode representar uma alternativa promissora para a producdo agricola

sustentavel.
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