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RESUMO

Microrganismos Promotores de Crescimento de plantas (MPCPs) desempenham papel crucial na
agricultura sustentavel, estimulando o desenvolvimento das plantas por meios como, producao de
fitormoénios e disponibilizacdo de nutrientes. O fungo Aspergillus niger se destaca pela
disponibiliza¢ao de fosforo, e algumas cepas sdo capazes de produzir fitormoénios como o acido
giberélico (GA) e indol-acético (AIA). Esses fitormonios influenciam a germinagdo, crescimento
e enraizamento das plantas. O uso de MPCPs, como o 4. niger, emerge como estratégia promissora
para elevar a produtividade agricola de forma sustentavel, reduzindo a dependéncia de quimicos e
promovendo sistemas de cultivo equilibrados. O objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade de
producdo de fitormonios pelas cepas FS1 e ATCC 1015 de A. niger. A producao dos fitormodnios
acido giberélico e acido indol-acético foi avaliada em meio de cultura Czapek, com adigdo de
triptofano para a analise do AIA. Os meios foram inoculados com as cepas de 4. niger e incubados
a 30 °C sob agitacdo a 120 rpm por 7 dias. Ao final do cultivo, as amostras dos filtrado fingicos
foram analisadas por espectrofotometria para determinagdo da concentracdo de GA e AIA.
Nenhuma das cepas produziu o GA. Para o AIA obteve-se resultados positivos com a cepa FS1,
que produziu 6,54 ug AIA mL"'. Conclui-se que as cepas FS1 e ATCC 1015 ndo sintetizam o

fitormonio GA. Em relacdo ao AIA, somente a cepa FS1 demonstrou capacidade de producao.

Palavras-Chave: Agricultura Sustentavel; Hormonios Vegetais; Promog¢ao de Crescimento.
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1. INTRODUCAO

A agricultura moderna tem a necessidade de aumentar a produtividade das culturas
agricolas de forma sustentavel. Uma das estratégias para superar esse desafio ¢ a utilizacdo de
Microrganismos Promotores do Crescimento Vegetal (MPCPs), que sdo encontrados colonizando
de forma interna e externa os 6rgdos das plantas (LUZ; LANE; SILVA, 2006; MARIANO et al.
2004). Os MPCPs tém a capacidade de promover o crescimento de plantas por intimeros
mecanismos, podendo ser de forma direta ou indireta. Os principais mecanismos envolvidos sdo o
controle bioldgico através da competicdo de nutrientes com o patdogeno, resisténcia induzida a
doengas, producdo de siderdforos e antibidticos, promogao de crescimento pela produgdo de
fitormdnios e aumento da disponibilidade de nutrientes pela fixa¢ao de nitrogénio ou solubilizacao
de fosforo (SOTTERO et al., 2006).

A produgdo de fitormdnios influencia em varios processos fisioldogicos como germinagao
de sementes, crescimento de parte aérea e sistema radicular, inicia¢do floral, crescimento de frutos,
entre outros (DAVIES, 2010; KING; EVANS, 2003; LUBNA et al., 2018). A especificidade da
interacdo da planta com o MPCP depende das caracteristicas genéticas das espécies envolvidas.
Para se obter eficiéncia no uso desses microrganismos como inoculantes, deve-se levar em
consideragdo alguns fatores como concentragdo, viabilidade e método de inoculagdo, fatores
pertinentes a cultura, como sanidade e, nutri¢do e o estddio de desenvolvimento no qual seré feito
a inoculagdo, além de fatores edafoclimaticos (CORDEIRO, 2017; MATSUMURA et al., 2015).

Um grande nimero de MPCPs ja foi avaliado a fim de selecionar aqueles que conferem
maior eficiéncia em promover o desenvolvimento e vigor de plantas (AGUIAR, 2012;
HAMILTON et al., 2012; HAMILTON; BAUERLE, 2012). Os microrganismos multifuncionais
apresentam diferentes mecanismos de promocgao de crescimento e, por isso, sdo capazes de auxiliar
a planta sob distintas condi¢des de estresse. A promocao de crescimento de plantas com presenga
de fungos endofiticos que auxiliam no crescimento vegetal, pode acontecer através da sintese de
fitormonios e/ou pela tolerancia a estresses abioticos (KHAN et al., 2015).

Fungos endofiticos ocupam o interior do seu hospedeiro, conseguindo deles nutricdo e
protecdo. Em compensacdo, os fungos beneficiam o seu hospedeiro produzindo diversos
metabolitos funcionais. Plantas colonizadas com endofiticos crescem mais rapido do que aquelas

que nao sao (TAN, ZOU, 2001). Esse efeito deve-se a produgao de fitormdnios semelhantes ao



acido indolacético (AIA), citocininas e outros agentes promotores do crescimento da planta (TAN,
Z0U, 2001). Outro fato que reforca a tese de que os fungos endofiticos ajudam a promover o
crescimento do seu hospedeiro, ¢ o fato de que esses fungos ajudam a planta a absorver nutrientes
como nitrogénio e fosforo (TAN, ZOU, 2001).

O fungo Aspergillus niger ¢ uma alternativa a ser estudada, por se tratar de um
microrganismo multifuncional com capacidade de solubilizar minerais fosfatados (MENDES et 2
al., 2017; VASSILEYV et al., 2015), além de sua possivel habilidade de produzir fitormdonios como
acido indolacético e giberélico (LUBNA et al., 2018).

2. OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade de producao de fitormonios pelas cepas

FS1 e ATCC 1015 de Aspergillus niger.

3. REFERENCIAL TEORICO

A agroecologia € uma ciéncia com potencial de transformar a producgao agricola (ALTIERI
et al, 1987) e, principalmente, redesenhar agroecossistemas mais sustentdveis (GLIESSMAN,
2000). Microrganismos Promotores de Crescimento de Plantas (MPCPs), como fungos e bactérias,
produzem uma tecnologia capaz de gerar benfeitorias a produ¢do agricola, com a reducdo de custo
de producdo e dos impactos negativos ao ambiente, resultando em um produto “eco-friendly”
(GLICK, 2013).

Os MPCPs representam um grupo caracterizado por potencializar o desempenho vegetal,
seja pela produgao de fitormonios, fixa¢do de nitrogénio, produgdo de sider6foros ou solubilizagao
de nutrientes (P, K, Zn etc.) (PANDEY et al., 2019). Por potencializarem o desempenho vegetal,
os MPCPs tém ganhado destaque por serem importantes integrantes de novas biotecnologias na
agricultura (ARAUJO et al., 2020). Associagdes simbidticas com microrganismos rizosféricos, tem
se tornado alternativa eficaz de tolerancia a estresses ambientais bidticos e abioticos pelas plantas,
interferindo positivamente nas suas fungdes fisioldgicas e metabolicas, como fotossintese e

disponibilidade de nutrientes essenciais (PRIY A et al., 2022; TOJU et al., 2018).



Variedades de fungos endofiticos estdo sendo isolados de plantas com interesse econdmico,
e estudos que envolvem a relacdo com o crescimento vegetal tém conseguido atingir bons
resultados (SOUZA, SANTOS, 2017). De forma geral, todo microrganismo endofitico capaz de
promover o crescimento vegetal vai atuar de maneira distinta, que pode ser de forma direta e
indireta (SILVA et al., 2006). A forma direta ocorre por meio da producdo dos fitormdnios ou de
substancias analogas dos reguladores de crescimento. J4 na forma indireta, a planta consegue ter
um melhor desempenho em termos de crescimento devido a redugdo da microbiota patogénica ou
deletéria ao vegetal (SILVA et al., 2006). Fungos endofiticos ocupam o interior do seu hospedeiro,
conseguindo deles nutri¢cdo e protegdo. Em compensagao, os fungos endofiticos beneficiam o seu
hospedeiro produzindo diversos metabolitos funcionais.

Os microrganismos podem produzir hormonios que auxiliam no desenvolvimento vegetal,
dentre eles auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico e etileno (SANTNER; ESTELLE,
2009). Essas moléculas podem atuar diretamente na promog¢do do crescimento das plantas,
alongamento celular, tolerancia a estresses abioticos, estimulo da reprodugado e a colonizacao de
microrganismos benéficos, podendo indiretamente, ajudar no desenvolvimento vegetal por meio
da regulacao da resposta imune da planta contra patdgenos e insetos herbivoros (PIETERSE et al.,
2012).

Dentre os compostos existentes, abrange-se os grupos das auxinas que sao produzidas por
MPCPs, sendo mais frequente o acido indolacético (AIA). A via de biossintese de auxina ¢ bastante
complexa e ainda ndo estd totalmente esclarecida (ZHAO et al., 2010). Sabe-se que rizobactérias
sintetizam AIA a partir de triptofano que ¢ obtido em diferentes concentragdes nos exsudatos
radiculares, variando de acordo com o genotipo da planta (WOODWARD; BARTEL, 2005).

O AIA tem acentuado efeito no crescimento e desenvolvimento vegetal, podendo atuar na
divisdo celular, iniciacdo e diferenciacdo das raizes, diferenciagdo dos tecidos vasculares em
floema e xilema, florescimento e contribui¢ao na formagao e crescimento dos frutos (KORASICK
et al., 2013). Portanto, a produ¢do de auxina conduz a uma maior prolifera¢ao de raizes laterais e
crescimento da formacdo de pélos radiculares, resultando em maior superficie total da raiz e
consequentemente maior absor¢ao de a4gua e nutrientes pela planta.

Os fungos do género Aspergillus t€ém grande impacto tanto no nivel econdmico quanto
social e se encontram distribuidos pelo mundo. O fungo Aspergillus niger ¢ capaz de se propagar

de forma eficaz em diferentes ambientes, pois a sua localizagdao ndo se limita a uma zona do globo,



sendo um dos fungos mais comuns do género (MEIJER et al., 2011). Esta espécie consegue crescer
em locais secos € quentes, pois a temperatura 6tima de crescimento ¢ 35-37 °C. Consegue ainda
multiplicar-se dentro de uma gama de temperaturas entre os 6 € 47 °C. O pH 6timo de crescimento
¢ 6, mas pode encontrar-se entre valores de pH compreendidos entre 1,5 ¢ 9,8 (KRIJGSHELD et
al., 2013; SCHUSTER et al., 2002). A atividade 6tima da agua ¢ de 0,97 e a percentagem de
umidade relativa 6tima para que se observe o crescimento desta espécie estd compreendida entre
0s 96 — 98 (KRIJGSHELD et al., 2013).

Os fungos filamentosos sao amplamente utilizados como produtores de acidos organicos, e
em especial o A. niger e algumas espécies de Penicillium. (MATTY, 1992). Entre os fungos
filamentosos, o 4. niger tem sido bastante estudado devido a producgdo de acido citrico em escala
industrial (PAPAGIANNI; MATTEY, 2004) e por apresentar grande potencial na solubilizacao de
rocha fosfatica (MENDES et al., 2014). Ainda assim, tem vantagens que estdo relacionadas a
facilidade de manipulagdo, e sua aptidao de fermentar uma grande variedade de matérias primas
de baixo custo e produzir rendimentos elevados de acido citrico (YOKOYA, 1992).

Aspergillus niger também produz outros 4cidos orgénicos, sendo que estes continuam a ser
produzidos por processos microbioldgicos (SCHUSTER et al., 2002). Para além dos 4cidos, esse
fungo também ¢ fonte de producao de enzimas que sdo usadas na industria, sendo que cada enzima
produzida tem de ser considerada como segura antes de ser utilizada, possuindo o estado de GRAS
(Geralmente Reconhecido Como Seguro) (ABARCA et al., 2004; SCHUSTER et al., 2002).

Os hormonios AIA e GA sao produzidos por fungos dos géneros Aspergillus, Trichoderma,
Colletrotrichum, Fusarium, Paecilomyces e Pochonia. Esses fungos possuem potencial para serem
empregados como inoculantes em culturas agricolas visando a sustentabilidade dos
agroecossistemas.

Assim o isolado de A. niger ¢ caracterizado como microrganismo multifuncional podendo
auxiliar na produ¢do de formulagdes sustentaveis, uma vez que o seu potencial de solubilizacdo de
fosfato (COSTA et al., 2013; MENDES et al., 2014; MENDES et al. 2015; MENDES et al. 2017)
e a promogio de crescimento de plantas (ARAUJO et al., 2020) ja foi comprovado.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia

(LAMIF) da Universidade Federal de Uberlandia, Campus Monte Carmelo.
4.1 Obtencao das cepas
Os isolados de Aspergillus niger FS1 e ATCC 1015 foram obtidos da colecdo de culturas

do (LAMIF). Os fungos foram mantidos em placas de Petri contendo meio de cultura Batata

Dextrose Agar (BDA) incubadas a 28 °C por 7 dias.

ATCC 1015

Fonte: Rafaela Goulart (2023).

A suspensao de conidios foi preparada em 50 mL de Tween 80 0,01% por meio da raspagem
das placas com auxilio da al¢a de Drigalski esterilizada em lamparina de vidro. A contagem de

conidios foi realizada em cAmara de Neubauer para se obter concentra¢do de 1 x 10° conidios mL-
1

4.2 Produgdo de Fitormonios

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com

dois tratamentos (4. niger FS1 e A. niger ATCC 1015) e o controle, em cinco repetigdes, sendo
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eles conduzidos em Erlenmeyer que constituiu uma unidade experimental, totalizando 15 unidades
para cada fitormonio.

Nos experimentos da produgdo de fitormonios GA e AIA, foram geradas equagdes de regressao
linear através dos valores de concentragdo e absorbancia da curva padrao utilizando o Microsoft Excel,
como nas Figuras 1 e 2.

O meio de cultura para ambos os fitormdnios foi o Czapek, com condi¢des especificas para
cada. O meio para determinagdo de GA foi preparado conforme descrito por Hamayun et al. (2017),
sendo constituido por 10 g de glicose, 10 g de peptona, 3 g de NaNOs, 1 g de KoHPO4, 0,5 g de
MgSO0Os, 0,5 g de KCl, e 0,01 g de FeSOa. Ja para AIA, seguiu-se a metodologia descrita por
Priyadharsini e Muthukumar (2017), sendo 10 g de glicose, 1 g de triptofano, 3 g de NaNOs, 1 g
de K;HPO4, 0,5 g de MgSOy4, 0,5 g de KCL, € 0,01 g de FeSOs. Para ambos os tratamentos, ajustou-
scopHa7.

Para este ensaio, foram utilizados frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de meio
de cultura liquido e esterilizado em autoclave (121 °C por 20 min) e, inoculou-se 1 mL da
suspensdo deconidios com concentragdo de 10° por frasco. Os Erlenmeyers foram incubados em
shaker a 30 °C, com velocidade de 120 rpm, durante 7 dias.

Apo6s 7 dias, a cultura foi filtrada através de papel de filtro quantitativo com porosidade de
7,5 micras e analisadas por espectrofotometria para determinacdo da produgao de GA e AIA.

Para determinagdo de GA, foi utilizado o método segundo Berrios, Illanes, Aroca (2004),
onde adicionou-se: 0,5 mL de amostra, 0,5 mL de etanol absoluto e 4 mL de HCI 3,75 M em tubo
de ensaio, sendo agitado em vortex para homogeneizagao. Apos o preparo e homogeneizagao fez-
se a leitura no espectrofotdmetro a 254 nm em cubetas de Quartzo com intervalos de 20 segundos,
em seis tempos. Foi necessaria a produgdo de curva padrdo, sendo preparadas 7 amostras (Tabela

1), e a solugdo estoque a uma concentragdo de 1 g GA mL"'.
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Tabela 1: Preparo das amostras da curva padrdo do fitormoénio GA.

Concentragido GA (g L) Vestoque (ML)* V20 (mL)

0 0 0,5

0,1 0,05 0,45

0,2 0,1 0,4

0,4 0,2 0.3

0,6 0,3 0,2

0,8 0,4 0,1
1 0,5 0

2Solugdo estoque de GA: 1 g GA L!
Fonte: Rafaela Goulart (2023).

No teste quantitativo, foi avaliado a producao do fitormonio GA pelas cepas FS1 e ATCC
1015 em meio liquido através do método de espectrofotometria de Holbrook et al. (1961), adaptada

por Berrios, Illanes, Aroca (2004). A Figura 1 mostra o grafico gerado de curva padrao para GA.

12
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Figura 1: Grafico da curva padrao para fitormonio GA de A. niger.

A andlise quantitativa da producao de fitormonio foi realizada pelo o método de reagente
de Salkowski segundo o método Pilet & Chollet (1970). Para determinacdo de AIA, foi utilizado
técnica colorimétrica (denominada PC) utilizando o reagente R1, que consistia em 12 g de FeCl;
por litro em H2SO4 7,9 M. Um mililitro do reagente R1 foi adicionado a 1 ml da solug¢do amostra,
homogeneizado em tubo de ensaio e a mistura foi deixada no escuro durante 30 minutos a
temperatura ambiente. A leitura foi realizada a 530 nm em cubetas de vidro em espectrofotometro.

Também foi necessario a producdo de curva padrao para AIA (Tabela 2), apresentando a solugao



13

estoque com concentragdo de 100 pL AIA mL-! pesando-se 3,9 mg de AIA e adicionado 3,9 mL
de NaOH 1 M, obtendo assim concentragdo de 1 mg mL!. A Figura 2 mostra a curva padrdo para

AIA e nas tabelas 1 e 2 encontram-se detalhes sobre o preparo das amostras.

Tabela 2: Preparo da solucdo da curva padrao do fitormonio ATA

Concentragao AIA Vestoque (LL)? Vu2o (L) Reagente R1 (mL)

0 0 1000 1
2,5 25 975 1

5 50 950 1

10 100 900 1

15 150 850 1

25 250 750 1

35 350 650 1

2Solugdo estoque de ATA: 100 pL ATA mL"!
Fonte: Rafaela Goulart (2023).

40
35 (]
~ 30
)
g 25
ijff 20
< 15
< 10
5 y =35,462x - 1,837
R2=0,9828
0 @
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Absorbancia (530 nm)

Figura 2: Grafico da curva padrao para fitormonio AIA de 4. niger.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fitormonio AIA foi identificado no ensaio com a cepa FS1 apos a reagdo positiva do teste
qualitativo utilizando o reagente de Salkowski (Tabela 3). A reacao da solugdo com o reagente de
Salkowski resulta em coloragdo amarelada para o teste negativo e rosa avermelhado para o teste

positivo (Figura 3). Ja para a cepa de ATCC 1015, ndo foi detectada a produgdo de fitormonio AIA.

Tabela 3: Producdo de AIA por 4. niger.

Produgdo de A. niger FS1 A. niger ATCC 1015
fitormonio
Teste de reagente de AIA i )

Salkowski

+: reagdo positiva; -: reagdo negativa. Fonte: Rafaela Goulart (2023).

BERRRERINS (o —

!

Foto 1: Rafaela Goulart (2023).

Figura 3: Teste qualitativo de reagente de Salkowski realizado nas amostras de A. niger FS1
(esquerda) positivo, 4. niger ATCC 1015 (centro) negativo, e o controle (direita) indicador de

mudangas de producdo de AIA.

O isolado FS1 apresentou concentragdo 6,54 ug mL-!' (Tabela 4) no ensaio com 4. niger.

Resultado semelhante foi encontrado por Lubna et al. (2018) onde quantificou-se a produ¢do dos
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fitormdnios em meio, sendo encontradas diferentes giberelinas, e o acido indol-acético, que teve

maior quantidade em adi¢do ao precursor triptofano.

Tabela 4: Concentragdo do teste quantitativo para producgdo de fitormonio AIA por A. niger.

CEPA Concentra¢io média (ug. mL™")
FS1 6,54
ATCC 1015 0
Controle 421

Fonte: Rafaela Goulart (2023).

Em teste quantitativo, foi avaliado a produg¢ao de fitormonio GA pelas cepas FS1 e ATCC
1015 em meio liquido, porém elas ndo foram capazes de o produzir, evidenciando a incapacidade
da producao, contrariando resultados na literatura. Em ensaio semelhante, Hamayun et el. (2009),
utilizando a espécie Aspergillus fumigatus, isolado HK-5-2, obteve a producdo de seis tipos de

giberelinas em filtrado de cultura.

O fato da ndo producdo pode ser explicado na propria capacidade da espécie, e em
especifico da cepa de ndo produzir o fitormdnio e/ou nas condi¢des experimentais. Foi
desenvolvido e relatado por Bilkay; Karakoc; Aksoz (2010) a interag@o entre os fitormonios AIA
e GA onde este aumentou na presenga da auxina e as condi¢des 0timas de temperatura, pH, tempo
de incubacdo, recomendando-se 6 dias de incubagdo a 25 °C e pH 6,0 para AIA, e 12 dias de
incubagao a 30 °C e pH 5,0, ambos sob agitacao, sendo estas diferentes das utilizadas no presente

experimento.

6. CONCLUSOES

Apenas a cepa FS1 de A4. niger produziu acido indolacético (AIA). As cepas FS1 e ATCC 1015

nao produzem o fitormonio acido giberélico (GA) nas condigdes experimentais do ensaio. Portanto,
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a cepa FS1 tem aplicabilidade de mais estudos para a obten¢do de produtos inoculantes benéficos

para as plantas.
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