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RESUMO

Aspergillus niger é considerado um fungo multifuncional por promover a liberacdo do fésforo
(P) no solo através de processos como solubilizacdo e mineralizacdo, além de atuar na
promocao de crescimento de plantas, se tornando candidato promissor para o desenvolvimento
de biofertilizantes. Diante disso esse trabalho teve como objetivo determinar o potencial uso do
A. niger no cafeeiro, avaliar sua habilidade como solubilizador de P no solo e verificar sua
capacidade na produgdo de compostos organicos e enzimas que promovem 0 crescimento das
plantas de cafeeiro. O A. niger foi inicialmente investigado quanto a sua capacidade de
solubilizar P no solo bem como promover o crescimento de cafeeiros em condigdes de campo.
Os resultados indicam que a inoculacdo da formulacdo do fungo na muda promoveu maior
didmetro de caule (mm), ndmero de n6s e comprimento do ramo plagiotrépico (cm),
evidenciando a importancia da muda inoculada com o fungo para o estabelecimento da cultura
no campo. Paralelamente a avalicdo desses parametros biométricos foi feito acompanhamento
por imagens aéreas do crescimento e desenvolvimento das plantas utilizando a fotogrametria,
mostrando que é possivel fazer o monitoramento da lavoura através de indices vegetativos
extraidos dessas imagens. Posteriormente, os isolados de A. niger FS1 e ATCC 1015 foram
investigados quanto a atividades promotoras de crescimento como producdo de enzimas
fosfatase e ACC deaminase e presenca de sideroforos. Os isolados apresentaram resultados
satisfatorios quanto a producdo de sider6foros sendo microrganismo promissor para o
biocontrole indireto de fitopatogenos, além de apresentarem sintese da enzima fosfatase,
atuando diretamente na reciclagem de P do solo, o tornando disponivel para a planta. De modo
geral, a aplicabilidade do A. niger em areas agricolas se torna vantajoso Vvisto que seu uso pode
resultar na reducdo de custos com fertilizantes e agrotoxicos, proporcionando aumento na
produtividade e reduzindo impactos ambientais.

Palavras-chave: agricultura digital; biofertilizante; bioinsumo; inoculante; sensoriamento
remoto.



ABSTRACT

Aspergillus niger is considered a multifunctional fungus for promoting the release of
phosphorus (P) in the soil through processes such as solubilization and mineralization, in
addition to promoting plant growth, making it a promising candidate for the development of
biofertilizers. As a result, this work aimed to determine the potential use of A. niger in coffee
plants, evaluate its ability to solubilize P in the soil and verify its ability to produce organic
compounds and enzymes that promote plant growth. The A. niger was initially investigated for
its ability to solubilize P in the soil as well as promote coffee plant growth. The results indicate
that the inoculation of the fungus formulation in the seedling promoted greater growth and
development of the productive parts of the plant, such as stem diameter (mm), number of nodes
and length of the plagiotropic branch (cm), evidencing the importance of the seedling inoculated
with the fungus for the establishment of the culture in the field. Aerial images were also
employed to monitor the growth and development of the plant by using photogrammetry,
showing that it is possible to monitor the crop through vegetative indices extracted from these
images. Subsequently, the A. niger FS1 and ATCC 1015 isolated were investigated for growth-
promoting activities such as the production of phosphatase and deaminase ACC enzymes and
the presence of siderophores. The isolated showed satisfactory results regarding the presence
of siderophores, being a promising microorganism for the indirect biocontrol of
phytopathogens, in addition to presenting the synthesis of the phosphatase enzyme, acting
directly in the recycling of P in the soil, making it available to the plant. In general, the
applicability of A. niger in agricultural areas becomes advantageous since its use can result in
the reduction of costs with chemical fertilizers and pesticides, providing an increase in
productivity and reducing environmental impacts.

Keywords: digital agriculture; biofertilizer; bioinput; inoculant; remote sensing.



INTRODUCAO GERAL

A disponibilidade de nutrientes no solo afeta diretamente o crescimento, produtividade,
tamanho e a qualidade dos grdos de café (MELKE; ITTANA, 2014). Os solos da regido do
Cerrado sdo altamente intemperizados, apresentando baixa disponibilidade natural de alguns
nutrientes, dentre eles o fésforo (P) (LOPES: GUIMARAES GUILHERME, 2016).
Microrganismos promotores de crescimento de plantas (MPCP) exercem papel fundamental no
ciclo natural do P, disponibilizando P a partir de minerais de baixa solubilidade ou de fontes
organicas. Além disso, contribuem no crescimento das plantas por meio de varios mecanismos
como o estimulo para a produgdo de alguns fitormonios, enzimas e a melhoria na obtengdo de
nutriente (KHAN; ZAIDI; AHMAD, 2014).

Visto a importancia do nutriente P para o crescimento e desenvolvimento das plantas e
0 uso de microrganismos que promovem a solubilizacdo desse nutriente, o primeiro capitulo
desse trabalho prop&e determinar a capacidade do fungo Aspergillus niger como promotor de
crescimento do cafeeiro sob diferentes formas de inoculacdo e diferentes fontes de P. Esse
capitulo também mostra que é possivel a implantacdo de tecnologias na agricultura para
promover 0 monitoramento do crescimento vegetativo das plantas por meio de imagens
fotogramétricas.

Diante da multifuncionalidade comprovada do A. niger na solubilizacdo de P
(MENDES et al., 2017; KALAYU, 2019), desenvolvimento de inoculantes (ARAUJO et al.,
2020), biofertilizantes (MENDES et al., 2015) e promocdo de crescimento de plantas
(MUNDIM; MACIEL; MENDES, 2022; SILVA et al., 2022), o segundo capitulo visa avaliar
a capacidade desse fungo quanto a producdo de metabdlitos que promovem o crescimento e
desenvolvimento das plantas , bem como na disponibilizacéo de P no solo.

De modo geral, o objetivo desse trabalho foi determinar o potencial uso do A. niger na
cultura do cafeeiro, avaliar sua habilidade como solubilizador de P no solo e verificar sua
capacidade na producédo de metabolitos que promovem o crescimento de plantas.



CAPITULO 1
Inoculacdo com Aspergillus niger e Adubacao com Fontes de Fosforo no Cafeeiro:

Avaliacdo por biometria e fotogrametria

RESUMO

Os microrganismos exercem papel fundamental no ciclo natural do fdsforo (P),
disponibilizando esse nutriente para a planta a partir de minerais de baixa solubilidade ou de
fontes organicas. O Aspergillus niger € um fungo capaz de disponibilizar P por meio da
producdo de &cidos organicos e enzimas. Diante disso, esse trabalho teve como objetivo avaliar
o crescimento de cafeeiros sob diferentes fontes de fertilizantes fosfatados e formas de
inoculagdo do fungo A. niger, bem como monitorar os parametros biométricos do cafeeiro por
meio imagens fotogramétricas. O delineamento experimental utilizado foi em blocos
casualizados, em esquema fatorial 3x5, sendo trés formas de inoculacéo do fungo A. niger: ndo
inoculado (Ni); muda inoculada (As) e inoculacdo pds-plantio (Ap) versus cinco fontes de
adubacdo fosfatada: Fosfato Natural (RP); Superfosfato Triplo (TSP); Fosfato Natural +
Superfosfato Triplo (RP+TSP); Termofosfato (TP) e sem P (LP). Foi realizado um voo no 27°
més apds plantio, para verificar o crescimento vegetativo da lavoura por meio de imagens
aéreas. Para a captura das imagens, foi utilizada a aeronave Drone Phantom 4 Pro Advanced.
Para diferenciacdo dos tratamentos foi realizada uma comparacédo entre as médias utilizando o
teste de Duncan (p < 0,05). A extracdo dos indices de vegetacdo foi feita por meio do
processamento da ortoimagem utilizando o software R e o pacote R FieldImageR. A inoculacéo
de A. niger nas mudas de cafeeiros se mostrou viavel quanto ao desenvolvimento da planta,
apresentando maior incremento nas caracteristicas: nimero de nds faces norte e sul,
comprimento de ramo faces norte e sul e didmetro de caule (10,88; 10,88; 22,75 cm més™; 23,13
cm més?te 27,19 mm més™), respectivamente. Os modelos de predico gerados para os indices
vegetativos Green Leaf Index (GLI), Normalized Green Red Difference Index (NGRID) e
Visible Atmospherically Resistant Index (VARI) apresentaram correlagdo moderada para 0s
parametros altura de planta (0,51; 0,55 e 0,54), didmetro de copa (0,53; 0,59 e 0,56) e nUmero
de ramos plagiotropicos (0,56; 0,55 e 0,47) e correlacao forte para diametro de caule (0,69; 0,71
e 0,68).

Palavras-chave: Coffea arabica; indices vegetativos; solubilizacao.



1 INTRODUCAO

O café é uma das principais bebidas consumidas mundialmente, tornando-se a
commoditie agricola mais comercializada no mundo. O Brasil ocupa posi¢do de destaque
quando se refere a producdo e exportacdo de café, sendo o maior produtor e exportador dessa
cultura no mundo. Essa atividade impulsionou grande avangco no cenério nacional,
principalmente no sistema socioeconémico, contribuindo diretamente para Sseu
desenvolvimento. Nos dois primeiros meses do ano cafeeiro de 2022/23 as exportacdes
brasileiras de café em gréo verde obtiveram um acréscimo de 15,6%, totalizando 7,11 milhdes
de sacas exportadas mundialmente (ORGANIZACAO INTERNACIONAL DO CAFE - OIC,
2022).

A busca por novas tecnologias que visam aumentar a eficiéncia dos fertilizantes nos
solos tem se tornando cada vez mais frequente. O aspecto nutricional é indispensavel para o
desenvolvimento fisiolégico e metabolico da planta, potencializando a produtividade e
qualidade da cultura (DA GAMA et al., 2017). Porém, quando mal manejado pode ser fator
limitante ao rendimento final de producéo das culturas.

Os solos brasileiros apresentam baixa disponibilidade de foésforo (P) (COUTINHO;
FELIX; YANO-MELO, 2012), decorrente da alta fixacdo do P com as particulas coloidais do
solo. Diante disso, a utilizacdo de técnicas que visam o aumento da eficiéncia de P no solo, se
torna imprescindivel (KALAYU, 2019). A aplicacdo de fertilizantes fosfatados para
complementacdo de P no solo, tem se tornado uma possibilidade (KALAYU, 2019). Porém, o
uso constante de fertilizantes fosfatados levou ao acimulo de P fixado no solo, compondo uma
reserva, o “legado de P”, a ser explorada na agricultura por meio de técnicas para sua
disponibilizacdo para as plantas (PAVINATO et al., 2020).

A utilizacdo de microrganismos solubilizadores de fosfato se torna alternativa
promissora para reverter tal processo (CHALFOUN et al., 2019), pois realizam papel
fundamental na liberacdo e suprimento de P as plantas, por meio de processos como
acidificacdo, quelacdo e reacdes de troca ibnica (COUTINHO; FELIX; YANO-MELO, 2012).
Dentre os géneros de microrganismos, Aspergillus e Penicillium se mostraram altamente

eficientes na solubilizacdo de P (CHALFOUN et al., 2019). Aspergillus niger € um fungo capaz
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de disponibilizar P por meio da producgdo de acidos organicos e enzimas (ANDERSEN et al.,
2011).

InovacOes tecnoldgicas advindas da fotogrametria e do sensoriamento remoto vem se
destacando no setor agricola, por propiciar a utilizacdo de técnicas, possibilitando assim estimar
caracteristicas agronémicas por meio de uma mensuracgao acurada e periddica das plantas ou de
parte delas, como altura, didmetro de copa e dimensbes foliares, possibilitando o
monitoramento do seu desenvolvimento vegetativo (RIOS et al., 2018). Para isso foram
desenvolvidos modelos que correlacionam o0s indices vegetativos com caracteristicas
agrondmicas, sendo extremamente vantajosos devido a sua simplicidade, agilidade e
praticidade. Esses modelos fornecem, de forma precisa, as medidas a serem processadas e
analisadas em avaliacbes de cultivo no campo, além de promover atenuacdo nos custos de
producio (GARCIA-BERNA et al., 2020).

Decorrente da baixa disponibilidade do P para as plantas nos solos do Cerrado e das
adversidades encontradas pelos produtores rurais para tornd-lo disponivel, o uso de
microrganismos como A. niger se torna uma alternativa interessante, ja que estudos
comprovaram sua eficiéncia como promotor de crescimento de plantas, bem como solubilizador
de fosfatos minerais (ARAUJO et al., 2020; KALAYU, 2019; LUBNA et al., 2018; MENDES
et al., 2015; MENDES et al., 2017). Diante disso, esse trabalho teve como objetivo avaliar o
crescimento de cafeeiros sob diferentes fontes de fertilizantes fosfatados e formas de inoculagéo
do fungo A. niger, bem como monitorar os parametros biométricos do cafeeiro por meio

imagens fotogramétricas.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em campo na Fazenda Jatai 2, municipio de Monte
Carmelo, Minas Gerais, Brasil (18°50°18,5°’S, 47°23°10, 8”W e altitude 940 metros) (Figura
1). O plantio da lavoura de Coffea arabica foi realizado em dezembro de 2020, em sequeiro,
com a cultivar IPR 100 e espagamento de plantio de 3,8 m entre linhas e 0,60 m entre plantas,
totalizando 4.386 plantas ha®. Em marco de 2022 foi instalado sistema de irrigagdo via

gotejamento, com espagamento entre os gotejadores de 0,6 m e vazio de 1,6 L h.

11



-10° 1

-20° S

10°W £0°wW -50° W 40°W -30°W

248400 248420 248440 248460 248480 248500 248520
v

91
"]

/
4

7915380
7915380

~10° S

7915360
7

Legend P 'g—if?'f’ -20°S

I Vonte Carmelo ' / L R

Minas Gerais State

7915340

Brazil

“0 310 620 1.240 1.860 2480

g ¥ s

70°W 60" w -50°W 40°W -30° W

FIGURA 1. Mapa de localizacdo da &rea experimental.

2.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, em esquema fatorial
3x5. O primeiro fator foi constituido de trés formas de inoculacdo: nao inoculado (Ni); muda
inoculada (80 a 90 dias apds a semeadura) com adicdo de 2 granulos da formulacéo de A. niger
na concentracdo de ~2x10° conidios planta™® (As) (ARAUJO et al., 2020) e inoculagdo pos-
plantio, com adic&o de 10 granulos (0,071 g granulo™?) contendo A. niger, na concentracio de
2x108 conidios cova™ (cova de 64 L) (Ap). O segundo fator foi constituido por adubaces com
quatro fontes de P. A dose recomendada foi de 80 g de P,Os cova™, sendo assim foi realizada
a adubacdo com 1.166 kg ha de Fosfato Natural (9% de P.Os) (RP); 763 kg ha! de
Superfosfato Triplo (41% de P.Os) (TSP); 877 kg ha! de Fosfato Natural + 189 kg ha™ de
Superfosfato Triplo (RP+TSP); 2.005 kg ha de Termofosfato (16% de P2Os) (TP) e sem P
(LP). As doses foram aplicadas de forma homogénea no sulco de plantio, em novembro de 2020
de acordo com andlise de solo e recomendacdo para a cultura (RIBEIRO; GUIMARAES;
ALVAREZ, 1999) e a inoculacdo do fungo foi feita 77 dias apds o plantio. A adicdo dos
granulos foi feita ao lado da muda e da planta através de uma abertura no substrato e no solo

respectivamente. Os tratamentos estdo descritos na Tabela 1.
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TABELA 1. Descrigéo dos tratamentos.

Tratamento Inoculacéo Adubacéo fosfatada
NiLP Nao inoculado SemP
NiRP N&o inoculado FN
NiTSP Nao inoculado TSP
NiRP+TSP N&o inoculado FN + TSP
NiTP Na&o inoculado Termofosfato
AsLP Mudas inoculadas SemP
AsRP Mudas inoculadas FN
AsSTSP Mudas inoculadas TSP
AsRP+TSP Mudas inoculadas FN + TSP
AsTP Mudas inoculadas Termofosfato
ApLP Inoculacao pos-plantio Sem P
ApRP Inoculagdo pos-plantio FN
ApTSP Inoculagdo pos-plantio TSP
ApRP+TSP Inoculacao pos-plantio FN + TSP
ApTP Inoculagdo pos-plantio Termofosfato

FN: Fosfato Natural Reativo, TSP: Superfosfato Triplo, FN + TSP: 50% da dose de P para fonte.

Cada parcela foi composta por 12 plantas. Diante da diversidade de caracteristicas
presentes dentro da mesma parcela experimental, foi usado como critério de avaliacdo 4 plantas
homogéneas (parcela Gtil). Foi instalada uma linha de bordadura entre cada bloco para que ndo
ocorresse interferéncia entre os tratamentos. Cada tratamento possuiu 4 repeticdes, totalizando

60 parcelas (Figura 2).
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FIGURA 2. Croqui da &rea experimental e distribui¢do dos tratamentos em campo: T1: NiLP;
T2: NiRP; T3: NiTSP; T4: NiRP+TSP; T5: NiTP; T6: AsLP; T7: AsRP; T8: AsTSP; T9:
AsSRP+TSP; T10: AsTP; T11: ApLP; T12: ApRP; T13: ApTSP; T14: ApRP+TSP e T15: ApTP.

Em agosto de 2020, antes da implantacéo do experimento, foram coletadas amostras de
solo na profundidade de 0-20 cm para andlise quimica e posterior recomendacao de adubacéo.
Os resultados foram os seguintes: P total = 253 mg dm; P Mehlich = 0,9 mg dm™; P rem = 6,5
mg dm; K = 0,25 cmolc dm™3; Ca = 1,3 cmolc dm; Mg = 0,8 cmolc dm3; AP = 0,1 cmolc
dm3; H + Al =3 cmolc dm™®; SB = 2,3 cmolc dm™3; T = 5,3 cmolc dm™®; V% = 43; m% = 4; S-
S0s2=9mgdm?3;zZn=0,6 mgdm?3; Fe=23mgdm?; Mn=19mgdm?3; Cu=17mgdm?
e B =0,2 mg dm. Foi realizada corre¢do da acidez pré-plantio com 3 t ha* de calcario com
85% de Poder Relativo de Neutralizacdo Total (PRNT) em area total. A adubacdo no sulco de
plantio foi realizada na dose de 8 L m™ com uma mistura de palha de café e esterco bovino,
sendo 50% de cada. Foram feitas 3 adubagdes de cobertura utilizando sulfato de aménio (20%
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de N e 23% de SO4%) na dose de 10 g planta™X. O solo da area experimental € classificado como
Latossolo Vermelho, com 65,4% de argila.

2.2 Avaliacao de crescimento vegetativo e monitoramento por imagens

As avaliagOes de crescimento das plantas de cafeeiro foram realizadas bimestralmente,
a partir de junho de 2021 a outubro de 2022. Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: altura
de planta (medida do colo até o ponto de inser¢do da gema terminal com auxilio de uma régua,
em centimetros); diametro de copa (medido com uma régua, tomando-se como padrdo de
medida os dois ramos no sentido das entrelinhas que apresentavam o maior comprimento, em
centimetros); didmetro de caule (medido com o auxilio de um paquimetro digital a 1 cm do colo
da planta, em milimetro); nimero de nds por ramo plagiotropico (contagem de n6s em um ramo
plagiotrépico localizado no terco médio da planta, nos dois lados da projecdo da copa);
comprimento de ramos plagiotrépicos (medida do ramo plagiotropico localizado no terco médio
da planta, desde sua inser¢do no ramo ortotrdpico até sua extremidade, com o auxilio de uma
régua em centimetros) e numero de ramos plagiotropicos (contagem de ramos produtivos que
se originam do ramo ortotrépico). Apods analise grafica dos dados coletados foi observado que
em dois periodos especificos houve maior desenvolvimento das plantas, por isso as anélises
estatisticas foram realizadas nos mesmos. As avaliagBes das caracteristicas (nimero de nds por
ramo plagiotrépico, comprimento de ramos plagiotropicos e nimero de ramos plagiotropicos)
foi iniciada a partir de fevereiro de 2022, visto que antes desse periodo a planta estava muito
pequena, impossibilitando a avaliacdo dessas caracteristicas biométricas.

Quando as plantas ja apresentavam bom desenvolvimento, foi realizado um voo no 27°
més ap0ds o plantio, para verificar o crescimento vegetativo da lavoura por meio de imagens
aéreas. Para a captura das imagens, foi utilizada a aeronave Drone Phantom 4 Pro Advanced,
com auxilio dos softwares DJI Go e DroneDeploy para planejamento e execu¢do dos voos. A
aeronave possui uma camera de 20 megapixels que coleta imagens das bandas RGB (Red,
Green e Blue). O voo foi realizado as 12 h e a 30 m de altura, com sobreposicao longitudinal e

sobreposicao lateral de 80%.
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2.3 Andlise estatistica

As andlises estatisticas dos parametros biométricos foram realizadas por meio da
utilizacdo do software Genes (versdo 2015.5.0). Para diferenciacdo dos tratamentos foi
realizada comparacdo entre as médias utilizando o teste de Duncan ao nivel de 5% de
probabilidade.

2.4 Processamento de imagem

As imagens obtidas foram processadas no software de fotogrametria Pix4Dmapper, para
geracdo do ortomosaico. Para a delimitacdo da area experimental, bem como a demarcacédo dos
tratamentos distribuidos na area, foi utilizado o software de geoprocessamento QGIS 3.26.1.
Para a delimitacdo da &rea experimental, no software, foi criada uma camada raster e
posteriormente uma camada shapefile (.shp), com codificacdo UTF-8 e geometria poligonal.
As quatro extremidades da area experimental (inicio e fim do bloco 1 e bloco 4) foram utilizadas
como ponto de apoio para sua demarcacao. A delimitacdo das parcelas experimentais seguiu o
mesmo procedimento citado para cada parcela, sendo conduzida por meio das coordenadas
geogréficas da primeira e Ultima planta de cada parcela, marcando seu inicio e fim
respectivamente. Os blocos foram posicionados e demonstrados em ordem crescente da
esquerda para a direita.

A extracdo dos indices de vegetacdo, foi feita por meio do processamento da
ortoimagem utilizando o software R (versdo 4.1.1) e o pacote R FieldimageR (MATIAS;
CARAZA-HARTER; ENDELMAN, 2020). Para realizar a extracdo dos indices utilizando este
pacote € necessario juntamente com a ortofoto, as parcelas dos experimentos delimitados no
formato shapefile (.shp), ambos georreferenciados no sistema de coordenadas geogréaficas.
Posteriormente foram gerados os histogramas dos indices de vegetacao relacionados as bandas
RGB (Tabela 2).
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TABELA 2. indices de vegetagio e suas respectivas equacdes.

indices Equacdo/Método Referéncia
atan(2*(B-G- (ESCADAFAL; BELGHITH;
Overall Hue Index (HUE) R)/30.5%(G-R)) BEM, 1994)
Normalized Green Red (G-R)(G+R) (TUCKER, 1979)

Difference Index (NGRDI)

Green Leaf Index (GLI)  (2*G-R-B)/(2*G+R+B)  (FOUHAICHI BORMAN;

JOHNSON, 2001)

Soil Color Index (SCI) (R-G)/(R+G) (MATHIEU et al., 1998)
Brightness Index (BI) V((R+G*+B2)/3) (RICHARDSB?N?;)WIEGAND’
Visible Atmospherically (G-R)/(G+R-B) (GITELSON et al., 2002)
Resistant Index (VARI) N
. (ZARCO-TEJADA; RUEDA;
Blue Green Pigment Index (BGI) B/G USTIN, 2003)
. (ESCADAFAL; BELGHITH,;
*R-G- -
Primary Colors Hue Index (HI) (2*R-G-B)/(G-B) BEM, 1994)
Spectral Slope Saturation Index i (ESCADAFAL; BELGHITH,;
(sh) (R-B)/(R+B) BEM, 1994)

Com os dados de pardmetros biométricos relacionados aos indices de vegetacéo, foi
gerada uma matriz de correlacdo de Pearson ao nivel de 5% de probabilidade. A matriz foi
construida a partir do programa R e o0 pacote estatistico R Hmisc (HARRELL JR; DUPONT,
2021). Esse coeficiente de correlacdo apresenta intervalo de valores entre -1 e +1 e tem como
objetivo verificar o grau de correlacdo entre duas variaveis, através da predicdo de sua
intensidade. Quanto mais proximo dos extremos (+1 e -1) as varidveis sdo diretamente
correlacionadas e inversamente correlacionadas, respectivamente, e quanto mais proximo do
centro de intervalo (0) mais fraca é a correlacdo linear (JOHNSON; WICHERN, 2007).

Com os dados de indices de vegetacdo que mais se correlacionaram com 0s parametros
biométricos, foram gerados modelos de predicao a partir do software Waikato Environment for
Knowledge Analysis — WEKA, versdo 3.9.5.

3 RESULTADOS
As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Duncan (p < 0,05). N&o foi

verificada diferenca entre os tratamentos no periodo de avaliagdo aos 17 meses para a taxa de

crescimento de didmetro de copa (cm). Em relacdo a altura da planta, o tratamento NiRP+TSP
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apresentou maior valor de taxa de crescimento em relagéo aos tratamentos NiTP, AsLP e AsTP
obtendo crescimento de 3,34 cm ao més, com um acréscimo médio de 0,325 cm (9,73%) em
relacdo aos tratamentos NiTP e AsLP e um acréscimo médio de 0,46 cm (13,77%) em relacéo
ao tratamento AsTP (Tabela 3).

Para a variavel diametro de caule, os tratamentos NiRP+TSP, AsTSP e AsRP+TSP
apresentaram taxa de crescimento mensal médio de 1,6 mm més™. Esses tratamentos foram
superiores ao tratamento ApTSP que obteve taxa de crescimento mensal de diametro de caule
de 1,40 mm més™. Os demais tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa entre si
(Tabela 3).

TABELA 3. Taxa de crescimento mensal no periodo de jun/21 a out/22 das caracteristicas
biométricas do cafeeiro submetido a formas de inoculacdo de Aspergillus niger e fontes de P.

T Altura da planta Diametro de caule
ratamento A1 Al
(cm més™) (mm més™)
NiLP 3,05 abc 1,44 ab
NiRP 3,19 ab 1,52 ab
NiTSP 3,28 ab 1,53 ab
NiRP+TSP 3,34a 1,59 a
NiTP 3,00 bc 1,53 ab
AsLP 3,03 bc 1,50 ab
AsRP 3,13 abc 1,46 ab
AsTSP 3,16 abc 159a
AsRP+TSP 3,11 abc 1,60 a
AsTP 2,88 ¢ 1,57 ab
ApLP 3,28 ab 1,55 ab
ApRP 3,08 abc 1,5ab
ApTSP 3,22 ab 1,40b
ApRP+TSP 3,21l ab 1,48 ab
ApTP 3,17 abc 1,58 ab
CV (%) 10,90 8,40

Meédias seguidas por letras distintas dentro de uma coluna diferem pelo teste de Duncan (p < 0,05).
Ni (ndo inoculado); As (muda inoculada); Ap (inoculagdo pés-plantio); LP (sem P); RP (Fosfato Natural); TSP
(Superfosfato Triplo); RP+TSP (Fosfato Natural + Superfosfato Triplo) e TP (Termofosfato).

Nas avaliagdes de fev/22 a out/22, as caracteristicas biométricas comprimento de ramo
plagiotrépico face norte (cm), comprimento de ramo plagiotrépico face sul (cm) e nimero de
ramos plagiotropicos ndo apresentaram diferenca entre as medias pelo teste de Duncan (p <

18



0,05). Houve diferenca entre os tratamentos para altura de planta (cm) onde o tratamento
NiRP+TSP se mostrou superior ao tratamento AsTP, apresentando taxa de crescimento mensal
15,79% maior (0,6 cm més™) (Tabela 4). Os demais tratamentos ndo demonstraram diferenca.
Para a caracteristica diametro de caule (mm) os tratamentos NiRP+TSP, AsRP+TSP e AsTP
apresentaram taxa de crescimento mensal médio de 2,06 mm més™. Esses tratamentos foram
superiores aos tratamentos ApTSP e ApRP+TSP que tiveram valores de taxa de crescimento
mensal médio para essa caracteristica de 1,8 mm més™.

Em relacdo ao nimero de nds face sul, o tratamento AsLP foi superior ao AsRP
apresentando uma taxa de crescimento de numero de nds por més de 1,36 e 1,12,
respectivamente. Ja para o nimero de nos face norte o tratamento AsRP+TSP apresentou um
acréscimo médio de 0,225 (16,5%) no nimero de nos por més em relacdo aos tratamentos
NiTSP e ApRP (Tabela 4).

TABELA 4. Taxa de crescimento mensal no periodo de fev/22 a out/22 das caracteristicas
biométricas do cafeeiro submetido a formas de inoculacdo de Aspergillus niger e fontes de P.

Tratamento Altura deApIanta Diémetro dAe caule N_c')s face syl N('?s face nqrte
(cm més™) (mm més™?) (unidades més™)  (unidades més™)
NiLP 3,30 ab 1,85 abc 1,34 ab 1,22 ab
NiRP 3,65 ab 1,90 abc 1,20 ab 1,18 ab
NiTSP 3,65ab 1,85 abc 1,20 ab 1,14 b
NiRP+TSP 3,80 a 2,05a 1,21 ab 1,28 ab
NiTP 3,20 ab 2,0ab 1,18 ab 1,20 ab
AsLP 3,60 ab 2,03 ab 1,36 a 1,19 ab
AsRP 3,20 ab 1,90 abc 1,12 b 1,28 ab
AsSTSP 3,70 ab 1,90 abc 1,22 ab 1,30 ab
AsRP+TSP 3,40 ab 2,08 a 1,31 ab 1,36a
AsTP 3,20b 2,05a 1,23 ab 1,24 ab
ApLP 3,45 ab 1,90 abc 1,24 ab 1,27 ab
ApRP 3,18 ab 1,93 abc 1,14 ab 1,13 b
ApTSP 3,50 ab 1,73 ¢ 1,13 ab 1,21 ab
ApRP+TSP 3,55 ab 1,78 bc 1,20 ab 1,17 ab
ApTP 3,22 ab 1,95 abc 1,17 ab 1,17 ab
CV (%) 10,90 8,40 11,09 10

Meédias seguidas por letras distintas dentro de uma coluna diferem pelo teste de Duncan (p < 0,05).
Ni (ndo inoculado); As (muda inoculada); Ap (inoculagdo pés-plantio); LP (sem P); RP (Fosfato Natural); TSP
(Superfosfato Triplo); RP+TSP (Fosfato Natural + Superfosfato Triplo) e TP (Termofosfato).
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Esses resultados demonstram que as variaveis altura de planta (cm) e didmetro de caule
(mm) no periodo de fev/22 a out/22 tiveram incremento mensal superior se comparado a todo
0 periodo de avaliacdo. Esse periodo coincide com a instalacdo da irrigacdo na area em
mar¢o/22, o que reduziu o estresse hidrico e, provavelmente, favoreceu o crescimento da planta
(Tabela 3; Tabela 4).

Realizando a anélise descritiva de todas as parcelas do incremento total das variaveis no
periodo da conducéo do experimento, observa-se pela variancia que os tratamentos se diferiram
pouco para as variaveis diametro de caule (mm), nimero de nés face norte, nimero de nds face
sul, comprimento de ramo face norte (cm), comprimento de ramo face sul (cm) e nimero de
ramos apresentando 0,939, 0,277, 0,307, 0,796, 1,615 e 0,897 de variancia, respectivamente
(Tabela 5).

Os tratamentos sem a inoculacdo do fungo apresentaram os valores minimos em cinco
das oito varidveis analisadas. O tratamento NiLP obteve os menores valores de didmetro de
copa (cm), comprimento de ramo face sul (cm) e numero de ramos, o tratamento NiRP o menor
valor em comprimento de ramo face norte (cm) e o tratamento NiTSP o valor minimo em
numero de nds face norte. Ja os tratamentos com a inoculacdo do A. niger na muda apresentaram
os valores méximos de 5 variaveis analisadas. O tratamento AsLP apresentou os maiores
valores de nimero de nds face sul e comprimento de ramo face norte e sul (cm). O tratamento
AsTSP obteve o valor madximo entre os tratamentos para a caracteristica didmetro de caule (mm)

e o tratamento ASRP+TSP o valor maximo para nimero de nos face norte (Tabela 5).

TABELA 5. Andlise estatistica descritiva para as variaveis biométricas de cafeeiro submetido
a formas de inoculacdo de Aspergillus niger e fontes de P de diferentes tratamentos.

Variavel Média Variancia Minimo Tratamento Maximo Tratamento

Altura (cm) 53,433 4,39 49,083 AsTP 56,813 NiRP+TSP
Diametro de copa (cm) 91,36 1541 86 NiLP 100,63 ApLP
Diametro de caule (mm) 25,921 0,939 23,938 ApTSP 27,188 AsSTSP

Nos face norte 9,769 0,277 9,063 NiTSP 10,875 AsSRP+TSP
Nos face sul 9,735 0,307 9 AsRP 10,875 AsLP
Comp. face norte (cm) 21,079 0,796 19,5 NiRP 22,75 AsLP
Comp. face sul (cm) 20,115 1,615 18,167 NiLP 23,125 AsLP
Ramos 21,156 0,897 19,333 NiLP 22,75 NiTSP

Ni (ndo inoculado); As (muda inoculada); Ap (inoculacdo pds-plantio); LP (sem P); RP (Fosfato Natural); TSP
(Superfosfato Triplo); RP+TSP (Fosfato Natural + Superfosfato Triplo) e TP (Termofosfato).
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A matriz de correlagdo de Pearson foi gerada por meio dos valores extraidos dos indices
vegetativos de cada parcela experimental para verificar a correlacdo dos parametros biométricos
com os indices de vegetacdo. Assim, para se obter uma correlacdo mais intensa entre as
variaveis, foram geradas 3 matrizes calculadas por meio do agrupamento dos tratamentos de
acordo com as formas de inoculagdo: N&o inoculado (NiLP, NiRP, NiTSP, NiRP+TSP e NiTP)
(Figura 3); Muda inoculada (AsLP, AsRP, AsTSP, AsRP+TSP e AsTP) (Figura 4) e Inoculagdo
pos-plantio (ApLP, ApRP, ApTSP, ApRP+TSP, ApTP). O agrupamento que obteve correlacdo
linear fraca com os indices vegetativos GLI, NGRID e VARI foi o inoculado pos-plantio,
obtendo valores proximos ao centro de intervalo para todos os parametros biométricos
avaliados.

O agrupamento dos tratamentos ndo inoculados apresentou correlacdo negativa
moderada com os indices GLI variando de (-0,38 a -0,55); NGRID (-0,38 a -0,59) e VARI (-
0,41 a -0,56) respectivamente, mostrando correlagdo inversa entre as variaveis (Figura 3).
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FIGURA 3. Matriz de correlacdo de Pearson para parametros biometricos da planta e indice de
vegetacdo, nos tratamentos ndo inoculados pelo fungo. Correlages significativas pelo teste de
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Pearson a 5% de probabilidade s&o exibidas em tons de azul (positivas) e vermelho (negativas).
Alt — Altura de planta (cm); D. Copa — Diametro de copa (cm); D. Caule — Diametro de caule
(mm); No6s acima e Nos abaixo — Numero de nés do ramo plagiotropico na face norte e sul da
planta; C. acima e C. abaixo — Comprimento do ramo plagiotropico na face norte e sul da planta
(cm); Ramos — Numero de ramos plagiotropicos na planta; Bl — indice de brilho; BGI — indice
de pigmento verde e azul; GLI — indice de folha verde; HUE — indice geral de matiz; NGRDI —
indice de diferenca normalizada verde vermelho; SCI — indice de cor do solo; SI — indice de
saturacdo de inclinacédo espectral e VARI — indice de resisténcia atmosférica visivel.

O agrupamento que obteve correlacdo positiva e superior com os indices vegetativos
GLI, NGRID e VARI foi 0 muda inoculada. Os indices GLI, NGRID e VARI apresentaram
correlagdo moderada para os parametros altura de planta (0,51; 0,55 e 0,54), didmetro de copa
(0,53; 0,59 e 0,56) e nimero de ramos plagiotropicos (0,56; 0,55 e 0,47) e correlacdo forte para
o diametro de caule (0,69; 0,71 e 0,68) (Figura 4).
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FIGURA 4. Matriz de correlacdo de Pearson para parametros biometricos da planta e indice de
vegetacado, nos tratamentos mudas inoculadas. Correlagdes significativas pelo teste de Pearson
a 5% de probabilidade s&o exibidas em tons de azul (positivas) e vermelho (negativas). Alt —
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Altura de planta (cm); D. Copa — Diametro de copa (cm); D. Caule — Diametro de caule (mm);
NOs acima e NOs abaixo — NUimero de n6s do ramo plagiotropico na face norte e sul da planta;
C. acima e C. abaixo — Comprimento do ramo plagiotropico na face norte e sul da planta (cm);
Ramos — Numero de ramos plagiotropicos na planta; Bl — indice de brilho; BGI — indice de
pigmento verde e azul; GLI — indice de folha verde; HUE — indice geral de matiz; NGRDI —
indice de diferenca normalizada verde vermelho; SCI — indice de cor do solo; Sl — indice de
saturacdo de inclinacdo espectral e VARI — indice de resisténcia atmosférica visivel.

A partir desses resultados de correlacéo foi possivel gerar modelos de regressao linear
para predizer altura de plantas (cm), didmetro de copa (cm) e diametro de caule (mm). Os
indices NGRDI e VARI que tiveram correlacdo moderada a forte com os parametros foram
utilizados para criacdo dos modelos. A raiz do erro médio quadratico demonstra que o valor
predito a partir da equacdo gerada teve uma diferenca média de 5,47 cm; 10,67 cm e 2,41 mm
para mais ou menos do valor coletado em campo para os parametros altura de planta, didmetro

de copa e didmetro de caule respectivamente (Tabela 6).

TABELA 6. Modelos de regressao linear para predicéo de altura de plantas, diametro de copa
e diametro de caule de cafeeiros inoculados na muda com Aspergillus niger, gerados a partir
dos indices de vegetacdo NGRDI e VARI.

Indice  parametros Equac&o de regressdo RMSE  RMSE%
VARI Altura Y = 31,05 x VARI + 68,07 5,47 7,6
NGRDI D.copa (cm) Y =123,13 x NGRDI + 73,22 10,67 13,06
NGRDI D.caule (mm) Y =37,97 x NGRDI + 19,88 2,41 10,84

RMSE = Raiz do Erro Quadratico Médio.

As equacdes geradas indicam gue todos os trés modelos de regressao gerados a partir
dos indices tem potencial para serem utilizados para predizerem os valores de altura, diametro
de copa e diametro de caule do cafeeiro. Esses valores indicam uma confiabilidade em torno de

92, 86 e 89% respectivamente, para predicdo da varidvel em todas as equacdes.

4 DISCUSSAO

A combinacdo das fontes de P Fosfato Natural (FN) + Superfosfato triplo (TSP) foi a

gue mais contribuiu para o desenvolvimento dos pardmetros biométricos altura de plantas (cm)
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e didmetro de caule (mm) em relacéo as demais fontes de P testadas. O fungo A. niger contribuiu
para o desenvolvimento das caracteristicas biométricas didmetro de caule (mm), nimeros de
nos e comprimento de ramos plagiotrépicos (cm) e por isso apresenta potencial uso como
inoculante. A inoculacdo de A. niger na muda se mostrou viavel quanto ao desenvolvimento
das plantas. O modelo de predi¢do gerado por meio dos indices de vegetacdo NGRID e VARI
pode ser utilizado para estimar caracteristicas biométricas do cafeeiro.

A disponibilidade de nutrientes para as plantas é considerada fator imprescindivel no
seu crescimento e desenvolvimento. A adubacdo combinada de FN + TSP foi bastante
promissora apresentando maior taxa de crescimento referente a altura de plantas (cm) e
diametro de caule (mm), se comparado aos demais tratamentos testados.

De modo geral, a inoculacdo do fungo na muda apresentou resultados promissores na
promocdo de crescimento das plantas de cafeeiro, apresentando bom desempenho na taxa de
crescimento das caracteristicas biométricas com alto grau de correlagdo com a produtividade
(numero de n6s e comprimento de ramos plagiotrpicos (cm)), assim como de didmetro de
caule (mm). Ja existem trabalhos comprovando a eficiéncia do fungo em producdo de mudas
de cafeeiro onde os parametros importantes para o estabelecimento da muda como diametro de
caule, nimero de folhas, tamanho de raiz e tamanho da muda foram superiores quando o fungo
foi utilizado (ARAUJO et al., 2020). Com isso, o uso das mudas ja inoculadas se torna
promissor para 0 estabelecimento da cultura no campo, proporcionando melhor
desenvolvimento da planta e maior tolerancia a influéncia de fatores bi6ticos e abidticos.

Por se tratar de uma cultura perene, o cafeeiro passa por varios ciclos vegetativos e
produtivos durante seu periodo no campo. Com isso é necessaria a realizacdo de avaliagdes
temporais para se obter resultados concretos sobre o uso do A. niger na cultura. Também se
torna importante um periodo de avaliacdo prolongado para verificarmos como sera o
comportamento do P no solo. Apesar de ndo ter sido algo analisado diretamente nessa
investigacao, a solubilizacdo de P por isolados de A. niger ja foi comprovada (MENDES et al.,
2017; MENDES et al., 2014; MENDES et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2021). Estudos
comprovam que o fungo foi capaz de liberar o P no solo em niveis superiores a sua demanda in
vitro, sugerindo potencial contribuigdo para o fornecimento do nutriente para as plantas. Isso é
um fator importante, visto que essa caracteristica gera economias em adubac6es fosfatadas por
parte do produtor (NASCIMENTO et al., 2021).
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O diagrama de Pearson possibilitou verificar a correla¢do entre os valores extraidos dos
indices de vegetacdo e os valores dos parametros coletados no campo para posteriormente
serem criados os modelos de regressdo com os indices que correlacionassem com as variaveis
avaliadas. Com isso, foram gerados 3 modelos de predicdo de altura de plantas (cm), didmetro
de copa (cm) e diametro de caule (mm) que apresentaram boa preciséo e que podem ser
utilizados nos tratamentos com a inoculagdo realizada na muda, possibilitando um bom
monitoramento das lavouras inoculadas com o fungo A. niger. Os modelos gerados a partir de
dois indices de vegetacdo NGRID e VARI, também permitem maior flexibilidade na escolha
de qual indice utilizar.

Os indices de vegetacdo vém sendo utilizados cada vez mais na agricultura como forma
de monitoramento das lavouras. Modelos de regressdo foram gerados para acompanhar o indice
de area foliar de duas cultivares de cafeeiro (BENTO et al., 2022). Estudos utilizaram o indice
VARI com o intuito de gerar modelos de regressdo para predizer os valores dos parametros
vegetativos indice SPAD, diametro de caule e nimero de folhas em alfaces inoculadas com o
fungo A. niger (SILVA et al., 2022). indices de vegetacdo também foram utilizados para
estimativa de producdo em arroz (ZHOU et al., 2017). Essas investigacfes corroboram com 0s
resultados encontrados nesse manuscrito, mostrando que a aplicacdo de tecnologias na

agricultura se torna cada vez mais frequente.

5 CONCLUSAO

Este estudo permite concluir que a inoculacdo com o fungo A. niger foi capaz de
promover o desenvolvimento de caracteristicas produtivas da cultura evidenciando seu
potencial na promocao de crescimento de plantas de cafeeiro. Os modelos de predi¢cdo gerados
relacionados a caracteristicas biométricas (altura de plantas, diametro de copa e diametro de
caule) nos tratamentos com inoculacdo de A. niger na muda apresentaram bons resultados de
correlagdo. Sugere-se a busca por novas investigacdes para verificar a solubilizacdo de P no
solo por esse isolado, visto que ja foi relatado seu potencial como solubilizador em outras

culturas.
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CAPITULO 2
Mecanismos da promocéao de crescimento de plantas por Aspergillus niger

RESUMO

Aspergillus niger é um potencial candidato a ser aplicado em areas agricolas, visto que além da
capacidade de solubilizacéo de fosfato, atua na promogéo de crescimento de plantas por meio
de outros mecanismos. Nesse trabalho avaliamos a capacidade dos isolados de A. niger FS1 e
ATCC 1015 na produgdo de compostos organicos e enzimas de interesse agricola. A sintese de
sideroforos e das enzimas fosfatase e ACC deaminase foi investigada atraves de métodos
qualitativos e quantitativos. O isolado A. niger FS1 apresentou producdo de sider6foros de
2.057 pug mi? e atividade da enzima fosfatase de 7,19 ng p-NPP ml™. O A. niger ATCC 1015
também apresentou resultados positivos na producao de sider6foros. Ambos isolados propostos
ndo sintetizaram a enzima ACC deaminase. Esses resultados contribuem para aplicacdo do A.
niger em &reas agricolas, visto que seu uso pode promover aumento da sanidade da planta
contribuindo indiretamente para o biocontrole de fitopatégenos e promocéo de crescimento da
planta, além de ser microrganismo promissor para o desenvolvimento de biofertilizantes.

Palavras-chave: A. niger FS1 e ATCC 1015; enzimas; sideroforos.
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1 INTRODUCAO

Microrganismos promotores de crescimento de plantas (MPCP) abrangem um extenso
grupo de bactérias e fungos (TRIVEDI et al., 2020) no qual através de multiplos mecanismos
promovem o crescimento e desenvolvimento das plantas (ARAUJO et al., 2020; ETESAMI;
MAHESHWARI, 2018). Dentre 0s mecanismos, citam-se a produgdo de enzimas
(ANDERSEN et al.,, 2011), sideroforos (COSTA; LOPER, 1994), solubilizacdo de P
(CHALFOUN et al., 2019) e biocontrole de patogenos (TOJU et al., 2018), além da producéo
de fitormdnios como &cido giberélico (GAs) e acido indolacético (AlA) que auxiliam no
crescimento de raiz, caule e folha (LUBNA et al., 2018).

Por potencializarem o desempenho vegetal, os MPCP tém sido propostos como
importantes integrantes de novas biotecnologias na agricultura (ARAUJO et al., 2020),
decorrente da sua multifuncionalidade por apresentar capacidade de produzir fitormonios,
aumentar a disponibilidade de nutrientes no solo, bem como sua utilizagdo na industria
alimenticia (LUBNA et al., 2018). Associacfes simbioticas com microrganismos rizosféricos,
tem se tornado alternativa eficaz de tolerancia a estresses ambientais bioticos e abioticos pelas
plantas interferindo positivamente nas suas funges fisiologicas e metabdlicas, como
fotossintese e disponibilidade de nutrientes essenciais (PRIYA et al., 2022; TOJU et al., 2018).

O género Aspergillus pertence ao grupo de fungos promotores de crescimento de
plantas. O fungo Aspergillus niger é considerado um microrganismo multifuncional, com
capacidade de solubilizar minerais fosfaticos (MENDES et al., 2015), sendo microrganismo
promissor para o desenvolvimento de inoculantes (MENDES et al., 2014). Além disso, 0 A.
niger apresenta capacidade de produzir sider6foros e fitormdnios promotores de crescimento
como acido indolacético e giberélico (LUBNA et al., 2018), auxiliando a planta sob condicGes
de estresse e potencializando o seu desenvolvimento.

Decorrente da ampla aplicabilidade e potenciais papeéis desenvolvidos pelos sideréforos,
a sua investigacdo se torna cada vez mais frequente (SAHA et al., 2016). Fungos que sintetizam
sideroforos desempenham papel importante no biocontrole de fitopatégenos, pois promovem a
captura de Fe** do meio, acarretando competicdo em busca de Fe** com patdgenos adjacentes,
levando a supressdo do crescimento desses patogenos fungicos (CHOUDHURY;
TREVELYAN; BOSWELL, 2020; KUMARI et al., 2013).
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Apesar de muitos estudos estarem direcionados a bactérias, diversos fungos tém
apresentado melhor potencial para solubilizar fosfato, principalmente o Aspergillus spp.
(WANG et al., 2018; BAKRI, 2019). Microrganismos capazes de mineralizar P no solo e
reduzir o nivel de etileno da planta através da producéo de enzimas como fosfatase e ACC
deaminase se tornam candidatos desejaveis quando se procura um potencial biofertilizante
(GALEANO et al., 2021).

Diante de todas essas funcionalidades, o A. niger € uma alternativa a ser estudada, pois
sua capacidade de promocéo de crescimento de plantas ja foi comprovada (ARAUJO et al.,
2020), bem como seu potencial como solubilizador de fosfato do solo (KALAYU, 2019;
MENDES et al., 2014; 2015; 2017). Objetivou-se com essa pesquisa avaliar a capacidade de
isolados de A. niger FS1 e ATCC 1015 na producdo de compostos organicos e enzimas,

investigando seu desempenho como promotor de crescimento de planta.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

Os isolados de Aspergillus niger FS1 e ATCC 1015 foram obtidos da colecdo de culturas
do Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia (Universidade Federal de Uberlandia, Monte
Carmelo, MG, Brasil). Os fungos foram mantidos em placas de Petri contendo meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA) incubadas a 28 °C.

A solucdo de esporos foi preparada em 50 mL de Tween 80 0,01% por meio da raspagem
das placas com auxilio da al¢ca de Drigalski estéril. A contagem de esporos foi feita em camara

de Neubauer para se obter concentragdo de 107 esporos mL™,

2.2 Producao de siderdforos

O meio de cultura utilizado para determinagéo da produgéo de sideroforos foi conforme
descrito por Grimm e Allen (1954), modificado por Baakza et al. (2004). O meio foi composto
por 1 g L de K2SO4; 3 g L de acetato de aménio; 3 g L™ de KoHPO4; 1 g L de acido citrico;

20 g L de sacarose e pH 6,8 ajustado com amoénia. Para suplementagdo do meio foi feito
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preparo de uma solucéo estoque contendo 2 g L de tiamina; 0,005 g L™ de CuSO4 .5H,0;
0,035 g L't de MnS0O4.H20; 2 g L™ de ZnS04.7H20 e 80 g L™ de MgSQ4.7H20. Para completa
remocao de ferro do meio, foi utilizada solucdo de 8-hidroxiquinolina 3% dissolvida em
cloroformio (SCHWYN; NEILANDS, 1987). ApoOs agitacdo e separacdo de fases, o
cloroférmio foi descartado. O meio foi lavado trés vezes com cloroférmio para completa
remogéo residual de 8-hidroxiquinolina e complexos ferrosos, a fim de evitar inibigdo do
crescimento do microrganismo (MESSENGER; RATLEDGE, 1985). As vidrarias foram
imersas em HCI 6 mol L™ por 1 h e enxaguadas com agua destilada para completa remogao de
ferro (SCHWYN; NEILANDS, 1987).

Os fungos foram cultivados e a solugédo de esporos foi preparada (item 2.1). Os frascos
erlenmeyers de 125 mL contendo 30 mL de meio de cultura liquido esterilizado em autoclave
(121 °C por 20 min) foram inoculados com 108 conidios/frasco (BAAKZA et al., 2004). Os
erlenmeyers foram incubados no shaker a 28 °C, com velocidade de 150 rpm, durante 15 dias.
Os filtrados fungicos foram obtidos através de filtracdo com filtro de papel e submetidos ao
teste do FeCls (NEILANDS, 1981) e ensaio Cromo Azurol Sulfonato - CAS (SCHWYN;
NEILANDS, 1987) para deteccdo da presenca de sideroforos por testes qualitativo e
quantitativo (Tabela 1).

TABELA 1. Métodos de deteccdo e quantificacdo de sideroforos em filtrados fngicos.

Ensaios QUALITATIVO QUANTITATIVO Metodologia
Formacao de
coloragdo amarelo
Teste de FeCls avermelhado e pico - (NEILANDS, 1981)
de absorbéancia entre
420 e 450 nm

Alteracéo de cor do Preparo da curva

Cromo Azurol azul para larania/ padrdo e leitura das (SCHWYN;
Sulfonato (CAS) P J absorbancias em NEILANDS, 1987)
vermelho 630 nm

A quantificagdo de sideroforos produzidos pelos isolados de A. niger do ensaio de
Cromo Azurol Sulfonato (CAS) foi mensurada a partir da leitura da curva padrdo, composta
por sideroforos do tipo hidroxamato (mesilato de deferoxamina — MDF). Decorrente da

natureza dos sideréforos utilizados na curva padrdo e seguindo metodologia proposta por
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Schwyn e Neilands (1987), foi necessario adi¢do da solucdo CAS Shuttle (acido 5-
sulfosalicilico) na solugcdo CAS, para garantir aumento na velocidade de transferéncia do Fe.
O preparo da curva padrdo e as leituras foram realizados conforme adaptacdo da
metodologia de Schwyn e Neilands (1987):
e Preparo da curva padréao: foi preparada com solucdo de 20 pg/mL de mesilato de
deferoxamina (MDF) em 5 concentracdes (0, 25, 50, 75 e 100 pg/mL).
e Leitura das amostras e dos padrdes: foi adicionado 1 mL da solu¢gdo CAS em 1 mL
dos padrdes e das amostras (diluidas 51x). Apds 5 minutos com auxilio do
espectrofotdmetro, foi feita leitura da absorbancia no comprimento de onda de 630 nm.

2.3 Atividade da enzima fosfatase

O meio de amido de milho foi preparado conforme descrito por Shieh e Ware (1968) e
modificado por Gargova e Sariyska (2003). O meio foi preparado com 40 g L de amido de
milho; 30 g L™t de glicose; 0,5 g L de MgS04.7H20; 0,5 g Lt de KCI; 0,1 g L™ de FeSOx4; 8,6
g L'? de NaNOs; 0,2 g L de K;HPO4 e pH 5. Os fungos foram cultivados em BDA, se
divergindo apenas no periodo de incubacdo de 50 dias e a solucdo de esporos foi preparada
(item 2.1). Os frascos erlenmeyers de 125 mL contendo 30 mL de meio de amido de
milho estéril foram inoculados e posteriormente incubados no shaker a 30 °C, com velocidade
de 220 rpm, durante 9 dias (GARGOVA,; SARIYSKA, 2003). A cultura foi filtrada através de
papel filtro quantitativo com porosidade de 7,50 micras e submetidos a aplicacao dos reagentes.

Para determinar atividade da enzima fosfatase, foi preparado solucdes de tampéo
universal modificado (MUB) pH 6,5, tolueno, p-nitrofenil fosfato (PNP) 0,115 mol L%,
hidroxido de sodio (NaOH) 0,5 mol L e solucdo estoque de p-nitrofenol, seguindo
metodologia de Tabatabai e Bremner (1969). Além disso, foi preparado outra solucdo de MUB
da reacdo com os valores dos elementos multiplicados por 1,45 como forma de adequar as
quantidades para leitura das amostras, uma vez que a metodologia original analisa a atividade
enzimatica em solo, enquanto na presente pesquisa analisou-se em meio de cultura.

Apos preparo das solucBes, o procedimento foi realizado em duas etapas, seguindo

adaptacdo da metodologia de Tabatabai e Bremner (1969).
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1. Preparo da curva padréo: foi preparada em baldo volumétrico de 100 mL no qual foi
adicionado 10 mL da solugdo estoque de p-nitrofenol diluida e seu volume completado
com agua destilada. A curva foi preparada nas concentracfes de 0, 10, 20 e 30 pg/mL.

2. Leitura das amostras e dos padrdes: ap0s a retirada das amostras do banho-maria foi
adicionado 4 mL de NaOH 0,5 mol L™ nas amostras e nos padrdes, a fim de interromper
a reacdo. Os frascos foram agitados por alguns segundos para completa
homogeneizacdo do NaOH. Com auxilio do espectrofotometro, foi feita leitura da
absorbancia no comprimento de onda de 405 nm. A cor amarela indica presenca de p-

nitrofenol, e é usada para estimar esse fenol.

2.4 Atividade da enzima ACC deaminase

O procedimento para verificar a atividade da enzima ACC deaminase envolve duas
etapas: producdo de biomassa e inducgdo de sintese da ACC deaminase. Para ambas etapas foi
preparado 0 meio sintético proposto por Yedidia; Benhamou e Chet, (1999) composto por 15 g
Lt de glicose; 0,2 g L de MgSO4-7H20; 0,6 g L™ de K:HPO4; 0,15 g L de KCl e 1 ml da
solugdo estoque (0,005 g L™ de FeSO4-7H,0; 0,006 g L™ de MnSQO4-H,0; 0,004 g L de
ZnS04-H,0 e 0,002 g L de CoCly). Para producdo de biomassa, a fonte de nitrogénio (N)
utilizada foi 1 g L™* de NH4sNOs e para a indugdo de sintese da ACC deaminase foi utilizado
0,3033 g L de 3 mM de ACC, respectivamente.

Para a producdo de biomassa, os isolados foram cultivados em frascos erlenmeyers de
125 mL contendo 30 mL de meio sintético com nitrato de aménio (YEDIDIA; BENHAMOU;
CHET, 1999). Os frascos foram inoculados com solucgéo de esporos (item 2.1) e mantidos a 30
°C por 2 dias a 150 rpm. Em seguida, as biomassas foram lavadas em condic¢des assépticas com
Tris HCI 0,1 mol L (pH 7,6) e transferidas para tubos conicos de 50 mL. Os tubos contendo
15 mL de meio sintético suplementado com 3 mM de ACC também foram incubados por 24
horas a 28 °C e agitados em agitador roller.

A atividade da ACC deaminase foi determinada usando ACC como substrato e seguindo
metodologia proposta por Viterbo et al. (2010). Apos o periodo de incubacdo a biomassa foi
separada do meio atraves de filtracdo com filtro de papel de porosidade 7,50 micras. Em
seguida, a biomassa foi ressuspensa em meio volume (7,5 mL) de Tris HCI 0,1 mol L (pH 8,5)
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e macerada em almofariz. Uma aliquota de 25 pL de tolueno foi adicionada a uma aliquota de
200 uL de cultura macerada previamente homogeneizada em tamp&o Tris HCI 0,1 mol L™ (pH
8,5). Em seguida foi adicionado & suspensio 20 puL de ACC 0,5 mol L™ e incubado em banho-
maria a 30 °C por 15 min. Apos a incubacdo, 1 mL de HCI 0,56 mol L foi adicionado as
amostras, que foram homogeneizadas e centrifugadas a 5000 rpm por 10 min. Apoés a
centrifugacdo foi adicionado 1 ml do sobrenadante, 800 uL de HCI 0,56 mol L™ e 300 uL de
solucéo de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNF). As amostras foram incubadas em banho-maria a 30
°C por 30 min. Posteriormente foi adicionado nas amostras e nos padrdes 2 mL de NaOH 2 mol
L. Apos a adicdo e homogeneizagdo de NaOH, a absorbancia é medida no comprimento de
onda de 540 nm. A concentragao de a-cetobutirato (produto da quebra do ACC) foi determinada
usando uma curva padrdo de a-KB puro. O ensaio foi realizado conforme descrito por Viterbo
et al. (2010) com modificacfes na quantidade de meio de cultura (30 mL e 15 mL) e condicdes

de cultivo (150 rpm e 100 uL de solucédo de esporos/tubo).

2.5 Delineamento experimental e Procedimento analitico

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com 5 repeticdes (A. niger FS1, A. niger ATCC 1015 e controle) onde cada erlenmeyer
constituiu uma unidade experimental, totalizando 15 unidades em cada experimento.

Os dados de quantificacdo, producao de sideréforos e producdo da atividade da enzima
fosfatase, foram submetidos a andlise de variancia, e posteriormente ao teste de Tukey ao nivel
de 1% de probabilidade. Os dados obtidos foram analisados no software Genes (versao
2015.5.0).

Nos experimentos de sider6foros e enzima fosfatase, foram geradas equacdes de
regressao linear através dos valores de concentracdo e absorbancia da curva padrdo utilizando
0 Microsoft Excel. A equacéo de regressao utilizada para mensurar a quantidade de sideroforos
produzidos por cada isolado, foi calculada através do Logaritmo Neperiano (LN) das

absorbancias da curva padrédo (Figura 1).
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FIGURA 1. Equacdo de regressdo para estimar quantidade de sidero6foros produzidos pelos
isolados de A. niger FS1 e ATCC 1015.

A quantidade de p-nitrofenol produzida pelas amostras fungicas, foi calculada utilizando
como parametro os valores de absorbancia da curva padrdo. Apos a leitura dos padrbes e
utilizando a equacdo de regressao linear gerada foi possivel quantificar o p-nitrofenol produzido

por cada isolado de A. niger (Figura 2).
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FIGURA 2. Equacéo de regresséo linear para estimar quantidade de p-nitrofenol produzido
pelos isolados de A. niger FS1 e ATCC 1015.
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3 RESULTADOS

A deteccdo de siderdforos foi comprovada pela reacéo positiva no teste de FeCls e ensaio
CAS dos isolados de A. niger testados (FS1 e ATCC 1015) (Tabela 2). Também foi detectado
no teste de FeCls, pico de absorbancia entre 420 e 450 nm, evidenciando a capacidade desses

isolados em produzir siderdéforos do tipo hidroxamato.

TABELA 2. Potencial dos isolados de Aspergillus niger na producao de sideroforos.

A. niger FS1 A. niger ATCC 1015

Producéo de
Teste de FeCls  sideroforos e pico + +
entre 420 e 450 nm

Ensaio de Cromo
Azurol Sulfonato
- CAS

Producéo de
sideréforos

Os isolados de A. niger FS1 e ATCC 1015 apresentaram resultado positivo para
producéo de sideréforos em ensaio qualitativo a partir da alteracdo da coloragcdo das amostras
do amarelo para amarelo/avermelhado no teste do FeCls, e do azul para laranja/vermelho no

ensaio CAS (Figura 3).

FIGURA 3. A) Teste qualitativo de FeCls executado nas amostras de A.niger FS1 (esquerda),
A.niger ATCC 1015 (centro) e controle (direita). B) Ensaio qualitativo de Cromo Azurol
Sulfonato (CAS) aplicado nas amostras de A.niger FS1 (esquerda), A.niger ATCC 1015
(centro) e controle (direita).
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A anélise quantitativa da producdo de sideréforos em meio liquido foi avaliada segundo
método CAS proposto por Schwyn e Neilands (1987). Houve diferenca significativa entre os
isolados de A. niger na producédo de siderdforos pelo teste F a nivel de 1% de probabilidade,
sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (Figura 4). O isolado FS1 foi superior ao
isolado ATCC 1015 apresentando concentracdo de sideréforos 2,7 vezes a mais, apds 15 dias
de incubacao.
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FIGURA 4. Producdo de sideroforos de diferentes isolados do fungo Aspergilus niger
comparados pelo teste de Tukey a nivel de 1% de significancia.

Tambeém foi utilizado o teste de médias Tuckey a 1% de significancia para comparar a
producdo da enzima fosfatase pelos isolados FS1 e ATCC 1015 em meio liquido através do
método quantitativo do p-nitrofenol fosfato proposto por Tabatabai e Bremner (1969). O
isolado FS1 foi superior ao isolado ATCC 1015 liberando 7,19 ng p-NPP/ml, em pH 6,5 (Figura
5).
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FIGURA 5. Producdo de fosfatase de diferentes isolados do fungo Aspergillus niger
comparados pelo teste de Tuckey a nivel de 1% de significancia.

N&o houve diferenca entre o isolado ATCC 1015 (1,78 ng p-NPP/ml) e o tratamento
controle (1,57 ng p-NPP/ml) o que evidencia que o isolado nao possui capacidade de sintetizar
a enzima.

Os isolados FS1 e ATCC1015 néo apresentaram evidéncia na produgdo da enzima ACC

deaminase nas condigdes avaliadas.

4 DISCUSSAO

O uso de microrganismos benéficos na agricultura se torna cada vez mais frequente,
sendo uma estratégia sustentavel se comparada ao uso de fertilizantes e pesticidas quimicos na
agricultura (LUBNA et al., 2018). Isolados do fungo A. niger FS1 e ATCC 1015 foram
investigados com o intuito de identificar a capacidade desses isolados quanto a producéo de
sideroforos e enzimas fosfatase e ACC deaminase sendo esses aspectos relevantes no ponto de
vista agricola.

J& foi comprovada capacidade do género Aspergillus na producdo de sideroforos,
principalmente do tipo hidroxamato e carboxilato (GALEANO et al., 2021; NARAYANAN et
al.,, 2022; GOSH; BANERJEE; SENGUPTA, 2017; PERCORARO et al., 2022). Essas
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investigacOes reiteram a capacidade desse fungo na promocao indireta de crescimento da planta,
visto que os sideréforos desempenham papel crucial como agente de biocontrole de
fitopatdgenos provocando impactos positivos como aumento da sanidade da planta
proporcionando maior tolerancia ao desenvolvimento de doencas (LUBNA et al., 2018). No
presente estudo, a deteccdo de siderdforos do tipo hidroxamato foi investigada. Os resultados
evidenciaram que os isolados de A. niger FS1 e ATCC 1015 foram capazes de sintetizar
siderdforo hidroxamato.

Esses resultados condizem com os resultados de Galeano e colaboradores (2021), que
relataram que o fungo A. niger produziu sider6foros em meio liquido apés 5 e 10 dias sendo 23
e 88% de unidades de siderd6foros produzidas, respectivamente. Da mesma forma EI-Mahdy,
Mohamed, Mogazy (2021) e Lubna e colaboradores (2018), relataram producao de sideréforos
pelo A. niger em meio sélido, através da formacdo de um halo alaranjado ao redor da coldnia
fangica.

A producéo de fosfatase pelos fungos é um atributo crucial na ciclagem de P do solo, o
tornando disponivel para as plantas. Visto que o P € um macronutriente requerido em grandes
guantidades e interfere diretamente no crescimento e desenvolvimento da planta, o uso de
fungos que sintetizam fosfatase pode ser uma abordagem promissora, visto que seu uso reflete
positivamente na reducdo da utilizacdo de fertilizantes, bem como aumentam a disponibilidade
de P do solo através do processo de mineralizagdo (BAKRI, 2019).

A presente investigacdo evidenciou que apenas o isolado FS1 de A. niger apresentou
atividade da enzima fosfatase. Esse resultado indica que esse isolado de A.niger pode ser
utilizado para formulagdo de biofertilizantes visando a mineralizagdo de fosfato no solo.
Resultados semelhantes foram relatados anteriormente por Bakri (2019); Galeano et al. (2021)
e Solhtalab; Klein; Aristilde (2021) em que isolados de A. niger apresentaram alta capacidade
de liberar P por meio de fontes organicas.

A sua alta capacidade em mineralizar fosfato no solo esta diretamente correlacionada
com a sintese da enzima fosfatase. A fosfatase realiza papel relevante na reciclagem de P, pois
promove a desintegraco de ésteres de fosfato, liberando ions fosfato H,PO* e HPO4%, 0 que
constitui a forma absorvivel de P pelas raizes das plantas (LOPES, 1998). A liberacdo de p-
nitrofenol através da hidrolise do substrato p-nitrofenil evidencia a presenca dessa enzima
(TABATABAI; BREMNER, 1969). Pesquisadores como Galeano et al. (2021); Hidayat;
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Eriksen; Wiebe (2006) e Nahas (2015) descreveram uma quantidade significativa da atividade
de fosfatase acida em outros isolados de A. niger, o que indica seu potencial uso em
formulagoes.

Além de apresentar alta capacidade na sintese de enzimas e compostos organicos, esse
isolado pode apresentar habilidades que atuam direta ou indiretamente na promoc¢édo de
crescimento das plantas. J& foi relatado aumento nos pardmetros de crescimento vegetativo em
hortalicas (MUNDIM; MACIEL; MENDES, 2022; SILVA et al., 2022); mudas de cafeeiro
(ARAUJO et al., 2020); arroz (LUBNA et al., 2018) e feijio (GALEANO et al., 2021)
inoculados com o A. niger. O efeito promotor de crescimento de plantas pelo A. niger pode
estar associado a sua alta capacidade em solubilizar e mineralizar os fosfatos presentes no solo,
aumentando gradativamente a quantidade de P disponivel para a planta e induzindo seu
desenvolvimento.

No presente estudo, os isolados de A. niger FS1 e ATCC 1015 ndo apresentaram
capacidade de produzir a enzima ACC deaminase. Por outro lado, foi demonstrada por Galeano
e colaboradores (2021) a capacidade do isolado A. niger 9-P na producdo dessa enzima,
utilizando a mesma metodologia do presente estudo. Os resultados dessa investigacao referente
a atividade das enzimas fosfatase e ACC deaminase evidencia que os isolados estudados
pertencem a mesma espécie, porém apresentam particularidades, instigando a busca por novas
investigacdes, visto que existem poucos relatos que descrevem a sintese dessas enzimas por

fungos do género Aspergillus.

5 CONCLUSAO

Nossos resultados revelam que os isolados de A. niger investigados s&o microrganismos
multifuncionais, por apresentarem habilidades na solubilizacdo de P no solo, sintese da enzima
fosfatase e atividade de producdo de sider6foros. O A. niger FS1 e ATCC 1015 apresentaram
resultados promissores para producdo de sideréforos. O isolado FS1 se mostrou eficiente na
sintese da enzima fosfatase. Esses resultados contribuem para aplicacdo do A. niger em areas
agricolas, visto que seu uso pode promover o biocontrole de fitopatdgenos atuando
indiretamente na promocao de crescimento da planta, além de ser microrganismo promissor
para o desenvolvimento de biofertilizantes. Ambos os isolados propostos ndo promoveram a

sintese da enzima ACC deaminase. No entanto, sugere-se que novas investigacdes sejam
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realizadas com o intuito de avaliar o desempenho desses isolados na producédo de outras enzimas

e metabdlitos de interesse agricola.
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