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RESUMO

Fungos endofiticos colonizam o interior de tecidos e érgaos vegetais sem que
aparentemente causem danos, conferindo a seus hospedeiros vantagens como
a protecdo contra ataques de insetos e patdgenos de plantas, alterando
caracteristicas fisiologicas, morfolégicas de plantas e na producao de
substancias de interesse biotecnolégico. O presente trabalho teve por principal
objetivo o isolamento e sele¢do de fungos endofiticos produtores de acido indol
acético (AIA) como inoculantes. Para o isolamento dos fungos endofiticos de
pinhdo manso, as folhas foram lavadas superficialmente em agua corrente e
sabdo para retirar impurezas. Trés cepas de fungos endofiticos (Trichoderma
sp., Beauveria bassiana e Penicillium sp.) do banco biol6gico do Laboratério de
Microbiologia e Biologia Molecular (LabMicro) do Departamento de Patologia
Basica da UFPR foram usadas como controle positivo. Para produc¢do de AlA
utilizou-se os meios; Czapek e fermentagdo em estado sdlido (Polpa citrica).
Foram isolados trinta fungos endofiticos de folhas de pinhdo manso como
possiveis candidatos para producéo de AlA. Através de testes qualitativos foram
selecionadas quatro cepas (Isolado 7, 18, 19 e 20) para avaliagées quantitativas
de producdo de AIA. O fungo Trichoderma sp. apresentou os melhores
resultados em comparacdo com as demais cepas produtoras de AIA. Foram
feitas analises fisico-quimicas da polpa citrica: pH 5,56; umidade 11,3%; 5,67%
de cinzas, 5,61% de proteinas totais, 18,74% de acgucares totais, 10,21% de
agucares redutores, atividade da agua 0,621. A FES (Fermentacdo em estado
solido) foi superior a FSm (Fermentagcdo submersa) para o Trichoderma sp,
resultando numa producédo de 55,6 mg de AlA/g PC seca e em FSm 49,5 mg.L™
de AIA. Otimizou-se os parametros fisico-quimicos da fermentacdo com a polpa
citrica (Umidade, pH) com Trichoderma sp. onde a melhor produgéo se deu a
75% de umidade e pH de 5,5 e sem a adicdo de fontes de nitrogénio. Foram
realizados estudos complementares de co-cultura de Trichoderma sp. com
brotos de cana-de-agucar variedade RB 72 454 em Biorreator de Imersao por
Bolhas aos 15 dias de cultivo in vitro, sendo que o tratamento 1x103 esporos por
mL promoveu aumento significativo na parte aérea e massa fresca total de
brotos de cana-de-acgulcar. Estudos de crescimento inicial de plantas de pinhao
manso oriundas de sementes peletizadas com diferentes quantidades de extrato
fermentado de Trichoderma sp. B1000 propiciou maior crescimento de parte
aérea de 24,08 cm. A partir dos resultados obtidos conclui-se que o Trichoderma
sp. apresentou maior capacidade de sintetizar AlA, a partir de triptofano como
precursor, em Polpa Citrica seca sem adicao de nitrogénio, propiciando melhor
resultado na aclimatizacao apds co-cultivo de plantas de cana-de-agucar-, bem
como, na inoculagdo do extrato fermentado em sementes de pinhdo manso em
casa de vegetacao.

Palavras-chave: Trichoderma sp., FES, &cido indol acético, polpa citrica,
biorreatores de imerséo por bolhas



ABSTRACT

Endophytic fungi colonize the interior of plant tissue and organs without
apparently damaging, confer to their hosts benefits as protection against attacks
from insects and plant pathogens, changing physiological characteristics, plant
morphological and production of substances of biotechnological interest. The
objective of this work was to isolation and selection of endophytic fungi through
the production of indole acetic (IAA) for production inoculants For the isolation of
endophytic fungi, leaves were lightly washed in running water and soap to
remove impurities. Three strains of endophytic fungi ( Trichoderma sp., Beauveria
bassiana and Penicillium sp.) of Biological Bank of Laboratory of Microbiology
and Molecular Biology (LabMicro) Department of Pathology Basic UFPR were
used with positive control. For production of indole acetic acid (IAA) in
submerged fermentation (SF) was used culture media Czapek (Submerged
fermentation) and Pulp citric (Solid State fermentation). 30 isolated endophytic
fungi of leaves of Jatropha curcas was tested for production of IAA with four
strains by producing IAA (Isolates 7, 18, 19 and 20). The strain Trichoderma sp.
was then submitted to kinetic production of IAA in SSF using Citric Pulp as
substrate. We carried out the optimization of physical and chemical parameters
of the fermentation with pulp citric (moisture, pH and nitrogen) with Trichoderma
sp. where the best production occurred at pH of 5.56, 11.3% moisture, 5.67%
ash, 5.61% de total protein, 18.74% of totals sugar, 10.21% of redutors sugar
and 0,621 water activity. SSF was superior to FSm for production of IAA by
Trichoderma sp (55.6 mg IAA g per PC dry and SmF 49.5 mg.L™"). Optimized to
the physicochemical parameters of the fermentation with pulp citric (moisture,
pH) where the best production occurred at 75% moisture and 5.5 pH and without
addition of nitrogen source. Additional studies were performed to co-culture of
Trichoderma sp. with shoots of sugarcane variety RB 72 454 bioreactor of
immersion by bubbles in 15 days of in vitro culture, and the treatment 1x10 3
spores per ml led to increase of shoot and total fresh biomass of sugarcane.
Studies of initial growth of Physic nut from pelleted seeds with different amounts
of fermented extract of Trichoderma sp.called “B1000” provided more growth of
biomass of 24.08 cm. The results of this work the Trichoderma sp. tested showed
the ability to synthesize IAA from tryptophan as precursor through pulp citric dry
without addition of nitrogen source, as was favorable in the acclimatization of
plants from sugarcane and inoculation of seeds of physic nut in greenhouse.

Keywords: Trichoderma sp., Solid State Fermentation, indole-3-acetic acid, pulp
citric, bioreactor immersion by bubbles
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1 INTRODUCAO

As inovagbes na agricultura brasileira introduzidas pela pesquisa no
aperfeicoamento da qualidade e produtividade sdo muitas, tais como, o sistema
de plantio direto, o manejo integrado de pragas, o suporte na criagdo de
variedades e espécies que se adaptam as diferentes condicbes ambientais e
além dessas, esta a utilizacdo de micro-organismos na produc¢ao de inoculantes
agricolas. O Departamento de Fiscalizagdo de Insumos/Inoculantes
Agricolas/Secretaria de Defesa Agropecuaria (DFIA/SDA) do Ministério da
Agricultura é o responsavel pela fiscalizagcdo da producdo e do comércio de
fertilizantes, corretivos, inoculantes e biofertilizantes destinados a agricultura
brasileira, onde definem como sendo inoculante agricola uma substancia que
contenha micro-organismo(s) com a atuagdo favoravel ao desenvolvimento
vegetal, sdo divididos em trés categorias; inoculantes de rizobios, inoculantes de
bactérias promotoras de crescimento e os produzidos por micro-organismos
entomopatogénicos (SDA/MAPA, 2009).

Os horménios vegetais (auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido
abscisico) sao substancias organicas que desempenham diferentes funcbes na
regulacdo do crescimento da planta em diferentes fases de desenvolvimento dos
seus tecidos (Raven et al, 2001). O acido indol acético (AlA), possui férmula
molecular C1oHgNO,, tem moderada solubilidade em agua, ponto de fusdo de
168-170 °C e massa molecular de 175,18, sob altas temperaturas comecga a se
decompor em outras substancias, O AIA & a principal auxina de ocorréncia
natural, sendo sintetizado por varios micro-organismos endofiticos como
bactérias e fungos, estando sua producdo associada ou ndo as plantas. Em
plantas, o AIA microbiano produzido por bactérias do género Azospirillum spp,
Alcaligenes faecalis, Klebsiella sp, Enterobacter sp, Xanthomonas sp,
Herbaspirillum seropedicae, Rhizobium spp e Bradyrhizobium spp tém sido
relacionados ao estimulo de crescimento, enquanto os produzidos pelas
espécies Pseudomonas savastanoi, P. syringae, Agrobacterium tumefaciens e
A. rhyzogenes relacionados as patogénicas (Patten e Glick, 1996).

O Agronegécio Brasileiro ajuda no superavits comerciais A cana-de-

agucar (Saccharum officinarum L.) é uma fonte de biomassa energética
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importante para a agroindustria movimentando a economia de diversos paises
tropicais e subtropicais. A cana-de-agucar é um dos produtos mais dindmicos do
agronegacio brasileiro sendo cultivada nas mais diversas regides do pais, sendo
que a cada ano, ha um aumento das areas de cultivo principalmente nas regides
norte e nordestino do Brasil. A cana-de-aglcar de acucar tera uma projecao
estimada de aumento em é&rea plantada saltando de 9,060 milhdées de hectares
na safra 2011/2012 para 10,911 milhdes de hectares na safra 2021/2022, um
acréscimo de 16,94%, e estimativas de producéo 607,852 milhées de toneladas
na safra 2011/2012 para 793,206 milhdées de toneladas, um aumento de 30,5%
em dez anos, referindo-se a cana-de-agucar destinada a produgdo de agucar,
alcool e outros fins como forrageiras, cachaga, etc. As projecdes de area
plantada até 2021/2022, mostram que a expansdo de novas areas devera
ocorrer 2,1% de crescimento ao ano. (AGE/Mapa e SGE/Embrapa, 2011).

O desenvolvimento de novas metodologias, como, equipamentos na
cultura de tecidos de células vegetais se fazem necessarios para 0 aumento da
producdo massal em escala comercial, além de tentar reduzir custos de
producdo, neste contexto, a utilizagdo de biorreatores visando obtengédo de
material clonal e/ou produg¢do de metabdlitos secundarios de interesse industrial.
Os primeiros biorreatores para multiplicagdo de plantas foram inicialmente
utilizados nos EUA, Japéao e Franga (Ziv, 2000; Rech Filho, 2004), sendo que o
primeiro relato sobre o seu uso foi feito por Takayama e Misawa (1981).

Jatropha curcas L. pertence a familia Euphorbiaceae, € amplamente
distribuida em areas tropicais e subtropicais, € em algumas areas temperadas
(Costa et. al., 2010). Plantas de pinhdo manso obtidas via semente apresentam
desuniformidade nos plantios, o que ndo é desejado comercialmente (Nunes et
al., 2008). Assim, tenta-se buscar formas de controlar e padronizar métodos de
obtencéo de germinacgao e formacao de stands de mudas para plantios em larga
escala.

O objetivo desse trabalho foi selecionar fungos endofiticos para producao
de Acido Indol Acético como possiveis promotores de crescimento de plantas
para formulacao de inoculantes agricolas.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Obtengéo de inoculantes a partir do isolamento e selecdo de fungos
endofiticos produtores de 4acido indol acético (AlA).

1.1.2 Objetivos especificos

Caracterizar substrato/suporte (polpa citrica) a ser utilizado no processo

através de andlises fisico-quimicas

Selecionar fungos endofiticos do banco de cepas do Laboratério de
Microbiologia e Biologia Molecular (LabMicro) do Departamento de Patologia
Béasica da UFPR e isolados de folhas de pinhdo manso da area experimental do
Campus de Gurupi da Universidade Federal do Tocantins para a produgcao de

acido indol acético (AlA);

Testar a eficiéncia de fungos endofiticos como inoculante em co-cultivo

com brotos de cana-de-agucar em Biorreator de Imerséo por Bolhas (BIB).

Testar a eficiéncia do extrato fermentado (fungos endofiticos crescidos em

polpa citrica) em sementes de pinh&o manso em casa de vegetagao.

Os processos foram realizados nos laboratérios de Engenharia de Bioprocessos
e Biotecnologia; Microbiologia e Biologia Molecular (LabMicro) da Patologia
Basica da Universidade Federal do Parana (UFPR) e no laboratério de
Microbiologia Aplicada, Campus Universitario de Gurupi, Universidade Federal
do Tocantins (UFT).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. MICRO-ORGANISMOS ENDOFITICOS

2.1.1. Biodiversidade de endofitos

As plantas desenvolvem complexos mecanismos adaptativos, sendo que
o estabelecimento das mesmas em seus respectivos habitats envolve a sua
capacidade em interagir com diferentes espécies de seres vivos. E provavel que
as associagoes fungicas desempenharam um longo e importante papel na
evolucao da vida na Terra, o que pode ser confirmado a partir de registros
fésseis que sugerem que algumas dessas interacbes existem ha mais de 400
milhdes de anos (Redecker et al.,, 2000). A chave para a exploracao bem
sucedida de fungos enddfiticos na agricultura é identificar e compreender os
mecanismos de funcionamento da bioatividade e/ou biocontrole (Brar-Kaur et al.,
2012). Entre estas associacoes, destacam-se as mutualisticas, como os fungos
micorrizicos e as bactérias fixadoras de nitrogénio. Além destes, outros micro-
organismos, chamados de endofiticos, que tipicamente s&o fungos, leveduras,
actinobactérias ou bactérias que habitam de forma assintomatica os tecidos
vegetais, tém recebido especial atencao devido a sua importancia em relagéo a
diferentes espécies de plantas (Neto et al., 2002).

Micro-organismos endofiticos estdo presentes no interior de 6rgéaos e
tecidos vegetais como folhas, caules e raizes de varias plantas, aparentemente
sadias. Em alguns casos, podem produzir danos a planta quando as condicoes
ambientais e o estado fisiolégico do hospedeiro sao favoraveis (Azevedo, 1998).
Os endofitos promotores do crescimento vegetal tém apresentado grande
potencial de aplicacdo agricola, uma vez que a interagdo destes micro-
organismos pode beneficiar a planta hospedeira por diferentes mecanismos, tais
como a fixagao biolégica de nitrogénio, producao de reguladores de crescimento
vegetal, auxinas, ou a producdo de antimicrobianos empregados contra
fitopatogenos.

Dentre os micro-organismos temos os fungos endofiticos os quais séo
hospedeiros de plantas, podendo haver ou n&o inter-especificidade ou
dependéncia. O conhecimento da biodiversidade desses micro-organismos, bem
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como a filogenia e as interagdes bidticas e abibticas, é de extrema importancia
para se entender as diferentes interagdes e funcionalidades para a
bioprospeccao e para aplicacdes biotecnolégicas. As folhas dos vegetais
hospedeiros sdo provavelmente a primeira porta de entrada para os micro-
organismos, pois apresentam tecidos mais frageis e expostos pela presenca dos
estbmatos, ocorrendo posteriormente a migracdo para os outros tecidos da
planta.

2.1.2. Fungos endofiticos

A descoberta de metabdlitos de uma determinada planta é complexa,
variam de acordo com o tecido e 6rgao, onde diferengas podem ser vistas entre
diferentes estagios de desenvolvimento, individuos e entre populagdes, além da
simbiose entre planta e micro-organismo. Mais estudos devem ser realizados
para uma melhor compreensao da sua relagdo com a planta hospedeira e seu
papel na producao de metabalitos.

Fungos endofiticos sdo estudados para uso no controle biolégico de
doencas ou pragas, e mostram-se relevantes tanto para descoberta de novas
substancias como producao de metabdlitos secundarios e aplicagdo na industria
farmacéutica. Alguns fungos endofiticos ndo produzem as enzimas hidroliticas
extracelulares, comuns em fungos fitopatogénicos, sugerindo que fungos
endofiticos ndo apresentam enzimas relacionadas a fitopatogenicidade (Silva et.
al., 2006).

Para que ocorra a interagdao de um fungo com a planta o primeiro passo é
a adesdo de seus esporos a superficie da planta. Os fungos empregam
diferentes estratégias, como a produgdo de adesinas, enzimas, lectinas,
interagdes ibnicas e contato hidrofébico com a cuticula da planta. Alguns fungos
utilizam aberturas naturais e ferimentos para penetrarem no tecido da planta,
outros empregam estruturas especializadas, denominadas apressérios e
localizadas na ponta dos tubos germinativos, os quais criam uma alta pressao de
turgor que permite a penetracdo da hifa na epiderme da planta. Ainda, a

penetragdo pode ser realizada pelo auxilio de enzimas, como cutinases,
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pectinases, celulases, hemicelulases e ligninases, que degradam cutina e
compostos da parede celular. O fungo pode crescer de maneira biotrofica apds a
infecg@o da planta obtendo nutrientes do hospedeiro sem provocar a morte das
células. Nesse caso, alguns fungos produzem haustérios, estruturas
especializadas na obtencdo de nutrientes; vitaminas, amino&cidos,
polissacarideos a partir de células hospedeiras. Algumas moléculas que
desencadeiam reagdes de defesa nas plantas, denominadas elicitores, tém sido
isoladas de um numero consideravel de fungos. Hu et al., 2001 isolaram o fungo
endofitico Colletotrichum sp. em Artemisia annua que produziu reguladores de
crescimento de plantas tais como AlA. Ja Oliveira et al., 2012 trabalhando com
com Trichoderma sp. quantificou AIA utilizando diferentes meios de culturas

liquidos.

2.1.3. Trichoderma spp.

O género Trichoderma possue duas fases distintas; Hypocrea (nesta fase
€ classificado como ascomiceto da ordem Hypocreales, denominada de
teleomorfica, assexual,), a segunda fase, denominada anamérfica, prevalece
uma etapa assexual. Pertencente a Sub-divisdo Deuteromycotina, ordem
Hifomicetes e familia Moniliaceae (SAMUELS, 2006).
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ComEw

Figura 1: Trichoderma spp.
Fonte: Murilo Lobo Junior, 2009

Trichoderma spp. s&o fungos de vida livre, encontrados em ecossistemas
da raiz e solo. Atuam no controle biolégico, producao de enzimas, solubilizagdo
de fosfatos, podem produzir metabdlitos que melhoram o crescimento e
desenvolvimento de plantas, na producao de AIA (Gravel et. al., 2007; Carvajal
et. al., 2009; Machado et. al., 2011; Oliveira et al., 2012).

2.2. AUXINAS

A auxina, termo originario do grego auxein, que significa “crescer” ou
“aumentar”. As auxinas encontram-se na forma livre, que € a forma
biologicamente ativa do horménio ou no estado covalentemente ligado, forma
inativa. As auxinas livres podem ser utilizadas imediatamente pela planta, ja as
covalentemente ligadas nao estdo prontamente disponiveis, mas servem como
reserva, atuando na regulacdo dos niveis de auxinas livres (Mohr &
Schopfer,1995; Taiz & Zeiger, 2004). No entanto, existem outras auxinas
enddgenas, como o acido 4-cloro indol acético (4-cloro IAA) e o acido fenil
aceético (PAA) (Salisbury & Ross, 1992; Taiz & Zeiger, 2004). Apresentamos a

estrutura quimica de algumas auxinas naturais e sintéticas (Figura 2).
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Fonte: Modificado de Marchioro, 2005.

As auxinas sao responsaveis por diversos efeitos fisiolégicos na planta,
que afetam processos do desenvolvimento, além do alongamento e divisdo
celular (Taiz & Zeiger, 2004). O alongamento ocorre devido a acidificacdo da
parede celular, causada pela liberacdo de prétons para fora da membrana
plasmatica. A extrusdao de protons estimula enzimas presentes na membrana
plasmatica a romper ligacdes glicosidicas entre polissacarideos da parede
celular, causando assim o seu afrouxamento e diminuicdo da resisténcia
mecanica da parede celular. A diferenga de potencial hidrico gerado favorece a
entrada de 4gua na célula e o aumento do potencial de presséao, resultando na
distensdo da parede celular (Salisbury & Ross, 1992). A biossintese de auxina
esta principalmente associada aos tecidos com rapida divisdo celular e
crescimento, tais como meristemas apicais, gemas, folhas jovens, extremidades
de raizes, frutos e sementes em desenvolvimento (Salisbury & Ross, 1992;
Arteca, 1996; Taiz & Zeiger, 2004).

Uma das auxinas mais importantes € o AlA, substancia que é produzida
principalmente no meristema apical (gema) do caule e transportada através das
células do parénquima até as raizes. O transporte do AIA ¢é unidirecional,
dependendo de energia para ocorrer. Promove o crescimento de raizes e caules,
através do alongamento das células recém-formadas nos meristemas. Esse
efeito depende, no entanto, da concentragcao do hormaénio. Existem dois estagios
onde a presenga da auxina € essencial, na iniciacdo e no desenvolvimento
radicial (Smith & Thorpe 1975). O primeiro € marcado pelos eventos de iniciagao
meristematica e o segundo estagio pelo desenvolvimento de orgéos. Apéds a
descoberta do AlA, outras substancias sintéticas com atividade semelhante ao
AIA foram encontradas, dentre as quais estdo alguns fito horménios utilizados
para promover a iniciagdo radicial, como o &cido indol butirico (IBA) e o acido

naftaleno acético (NAA).

2.2.1 Acido indol acético (AIA)
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O AIA foi o primeiro horménio descoberto em plantas, atuando no
crescimento e desenvolvimento dos vegetais, sendo a principal auxina de
ocorréncia natural (Taiz & Zeiger, 2004).

O AIA, pertence ao grupo das auxinas, grupo de fitohormdnios envolvidos
no alongamento do caule, a dominédncia apical, formacdo da raiz,
desenvolvimento de frutos (Taiz & Zeiger, 2004). O AlA é uma importante auxina
que pode regular processos fisioldgicos em baixas concentragdes, estando
relacionado com a expansao celular, atuando nas microfibrilas de celulose e a
pressao de turgor, entrada de dgua na célula, supre a for¢ga necessaria para que
ela ocorra (Peixoto et al., 2011). O AIA pode ser sintetizado e excretado por
micro-organismos endofiticos a partir do triptofano, indicado como provavel
precursor, no entanto, nem sempre as metodologias disponiveis apresentam
sensibilidade suficiente para detecta-lo. Por isso, muitos experimentos tém sido
conduzidos in vitro com a adi¢ao de triptofano, que aumentaria sua producéo e,

consequentemente, sua deteccao (Figura 3).

i T

iriptofane = precursor do AIA

s ~

Figura 3: Molécula de Triptofano
Fonte Taiz & Zeiger, 2004.

2.2.2. Produgéo do AlA

Existem varias vias conhecidas para a biossintese do AIA, destas
destacam-se duas preferenciais, o triptofano participa (Figura 4). A primeira via
envolve a desaminacdo do triptofano pela enzima triptofano transaminase,
formando o acido indol- pirtvico, seguida pela descarboxilagéo pela indolpiruvato
descarboxilase a indol-3 acetaldeido (AlAld), o qual é convertido a AIA pela

indolacetaldeido dehidrogenase. A segunda via envolve a descarboxilagdo do
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triptofano pela triptofano descarboxilase formando triptamina, a qual é
posteriormente convertida a AlAld pela amina oxidase e finalmente a AlA pela
AlAld dehidrogenase (Salisbury; Ross, 1992; Arteca, 1995; Hopkins, 1999).

A inativacdo das auxinas enddgenas, principalmente o AIA, pode ser
realizada por processos enzimaticos ou fotoquimicos. O processo enzimatico de
oxidacdo do AlA, envolve um sistema conhecido como AlA-oxidase/peroxidase,
no qual os principais produtos formados s&o o acido oxindol acético e o metileno
oxindol. No processo fotoquimico, o AlA pode ser oxidado sem a participagao
enzimatica, quando exposto a alta intensidade luminosa. A fotodestruicdo pode
ser promovida por pigmentos vegetais, como a riboflavina (Taiz & Zeiger, 2004).
Em alguns tecidos as auxinas controlam a divisdo celular. As técnicas de cultivo
de tecidos foram possiveis gracas a acdao das auxinas sobre a divisdo celular
(Figura 4).
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FIGURA 4. Biossintese do 3 4cido indol acético (AlA) a partir do aminoacido triptofano.
Fonte: MARCHIORO, 2005.

A producdo de AIA pode ser por realizada por fermentagdo Submersa
(FSm) ou Fermentagao em Estado Sélido (FES), sendo o primeiro mais utilizado
por varios autores (Oliveira et. al., 2012; Chagas-Junior et. al., 2009.

2.3. FERMENTACAO SUBMERSA/FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

O desenvolvimento de um microrganismo em FES em um ambiente &
caracterizada pela auséncia de agua livre, sobre e no interior de particulas
porosas Umidas denominadas suporte ou matriz sélida, onde a matriz sélida nao
soluvel atua tanto como suporte fisico e como fonte de nutrientes, sendo de
fundamental importancia a reproducao das condicées de alta atividade de agua
e alta transferéncia de oxigénio que podem ser obtidas usando um material
inerte impregnado com uma solugao nutritiva, ndo sendo necessario combinar as
funcbes substrato e suporte (Soccol, 1996; Vandenberghe et al., 2000; Soccol e
Vandenberghe, 2003). O teor de umidade na Fermentacdo no Estado Sdlido
adequado para a saturacao do substrato varia em funcéo da capacidade que o
substrato tem de reter a 4gua. O teor de umidade na fermentagcdo em estado
sélido nao deve ser muito abundante para nao reduzir a porosidade e limitar as
trocas gasosas (Soccol, 1994).

Existem poucos substratos na literatura que s&o utilizados na produgao de
AlIA por FES, destacando-se os sub-produtos e residuos da agroindustria. No
cenario nacional existem inumeras oportunidades para o estabelecimento de
processos industriais voltadas ao beneficiamento ou reutilizagdo de residuos
agroindustriais, neste sentido, podem ser citados como exemplo o bagaco de
cana-de-acucar, de mandioca e o farelo de polpa citrica (PC) (Soccol &
Vandenberghe, 2003).

Geralmente utilizam-se bandejas na fermentacdo em Estado Sélido para
aumentar o espaco de exposicao ao ar, sendo a temperatura de incubagao esta
em torno de 30°C, de acordo com o0 microrganismo e o tempo de fermentagéo de
4 a 6 dias (Soccol et al., 2002).
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Uma das grandes limitacoes de contexto industrial se refere ao controle
de temperatura e umidade, fatores criticos no escalonamento do processo
(Bellon-Maruel et al. 2003). A baixa condutividade térmica do material e seu
baixo teor de umidade reduzem consideravelmente a transferéncia de calor, que
também é dependente do tamanho das particulas da camada soélida (Rodrigues,
2006). Normalmente a temperatura € medida na camada sdélida e no fluxo de gas
de entrada e saida do biorreator.

O desenvolvimento de metodologias mais eficazes na produgdo em
escala comercial com mudas de alta qualidade poderda contribuir para o
desenvolvimento da canavicultura em novas areas de plantio no Brasil,
garantindo altos niveis de produgdo. Nesse sentido, a cultura de tecidos com a
utilizacdo de Biorreatores de Imersdo por Bolhas (BIB) oferece uma
oportunidade para producado em larga escala, sendo empregada como suporte
para propagagcao.

2.4 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

A cultura de tecidos vegetais consiste no cultivo de 6rgaos, tecidos ou
células vegetais em meio de cultivo apropriado e asséptico (livre de patégenos).
E uma técnica que permite uma rapida e eficiente propagacdo massal de
plantas. No entanto, variantes somaclonais tém sido um dos principais
problemas para a utilizacdo deste tipo de propagacdo comercialmente, sendo
importante monitorar a estabilidade genética do gendtipo propagado in vitro.

A técnica da cultura de tecidos pode levar a desequilibrios entre plantas e
patdgenos, sendo que a limpeza dos endofiticos pode ocasionar na perda de
vigor e ocasionar efeitos colaterais, maior sensibilidade a patdégenos e estresses,
em plantas derivadas da cultura de tecidos, pela eliminacdo desses micro-
organismos uteis protetores contra pragas e patégenos (Azevedo, 1998; Nowak,
1998).

Na fase de aclimatacao as mudas séo transferidas das condigdes in vitro

para casa de vegetagcdo, por um periodo de tempo variavel, permitindo a
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adaptacao das plantas ao novo ambiente, diminuindo o estresse que poderia
sofrer em exposi¢ao direta no campo.

Tais problemas podem ser minimizados pela reintroducdo de micro-
organismos endofiticos e epifiticos ainda na fase de micropropagacgéao,
determinando maior desenvolvimento fisiol6gico da planta, além de aumentar a
resisténcia a agentes bidticos e abibticos, técnica essa chamada de biotizagao
que € a resposta metabdlica da planta cultivada in vitro ao inoculante microbiano
(Nowak, 1998).

O desenvolvimento de biorreatores para multiplicagcao de plantas in vitro é
descrito como o cultivo que oferece inUmeras vantagens em relacao ao sistema
tradicional na producdo massal de mudas: além de aumentar a produtividade,
reduzir custos, mantem a qualidade genética do material. No Brasil foram
desenvolvidos e patenteados trés sistemas de biorreatores para o cultivo de
plantas, um biorreator de imersao por bolhas (UFPR), um biorreator de imersao
temporaria e um de imersdo permanente (EMBRAPA-Recursos Genéticos e
Biotecnologia).

2.4.1. Biorreator de Imersao por Bolhas (BIB).

O Biorreator de Imersdo por Bolhas (BIB), € confeccionado com vidro
temperado em formato cilindrico, com 28 cm de altura por 9 cm de didmetro, o
funcionamento ocorre através da aeragdo da solugdo nutritiva que entra em
contato com o material em cultivo (Figura 5), onde o ar é expelido através de um
orificio na tampa (Soccol et al., 2008).
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Figura 5. Biorreator de Imers&o por Bolhas.
Fonte: O autor, (2012)

Por ser confeccionado com vidro temperado em formato cilindrico os
explantes podem captar mais a luminosidade e com isso desenvolver sua
biomassa e, consequentemente, produzir metabdlitos de interesse (Scheidt et
al., 2011). A energia metabdlica requerida para o desenvolvimento da planta, e a
quantidade de biomassa produzida pelo vegetal pode ser definida por uma
relacdo fisiolégica baseada na quantidade de radiagdo melhor captada e na
eficiéncia de conversdo em matéria seca. A fotossintese produz cerca de 90% a
95% da matéria seca ao vegetal (Magalhdes et al. 2003; Charles-Edwards
1982).
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2.5 CANA-DE-AGUCAR (Sacharum officinarum L.)

Tendo em vista a posi¢cao de destaque na economia mundial, a cultura da
cana-de-acucar (Sacharum officinarum L.) esta freqlentemente inserida em
programas de pesquisas, que buscam a introducdo de caracteristicas de
interesse agrondmico, como a resisténcia a pragas e patdégenos ou aumento de
produtividade.

A cana-de-agUcar € uma das principais culturas da economia brasileira,
introduzida no periodo col6nial. O Brasil € atualmente o maior produtor de cana-
de-aclcar, e seus derivados, aclcar e etanol. E uma cultura importante dentro
do agronegécio brasileiro, na produgao de agucar e alcool biocombustivel, como
alternativa energética. O Brasil estima obter aumento anual da producao,
consumo e exportacao de agucar até a safra 2021/22, de acordo com a figura 6.
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Figura 6. Estimativa da quantidade de producdo, consumo e exportacdo de agucar em mil
toneladas para os préximos 10 anos no Brasil.

Na figura 7 esta apresentada a quantidade de areas plantadas por
hectares em diferentes regides do Brasil.
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Figura 7. Quantidade de areas plantadas por hectares com cana-de-agucar nos ultimos 30 anos
em diferentes regides do Brasil.

A cana-de-acucar tem propagacao vegetativa a partir de segmentos de
colmos denominados toletes expondo os materiais vegetais a infeccdo com
diversos patégenos presentes no solo, ao longo dos ciclos de cultivo, com isso

ocorrendo queda no potencial produtivo.

2.6. PINHAO MANSO (Jatropha curcas L.)

Pertencente a familia Euphorbiaceae, o pinhdao manso é uma planta em
forma de arbusto ou arvoreta decidua; ocorre em areas tropicais e subtropicais,
e até em algumas areas temperadas (Costa et al. 2010).

Possui grande potencial para a producdo de biocombustivel devido a
diversos atributos, tais como, resisténcia ao déficit hidrico, facilidade de
propagagdo, planta perene e pode ser cultivada em uma vasta gama de
condi¢oes edafoclimaticas. Cresce em solos de baixa fertilidade e precipitacao,
além de apresentar elevado teor de 6leo (Teixeira, 2005; Saturnino et al., 2005;
Sujatha et al., 2008). Cultivos de pinhdo manso obtidos via semente apresentam
uma nao uniformidade nos plantios (Nunes et al., 2008), dai vem a necessidade



31

de se desenvolver técnicas para tentar padronizar mudas em casa de

vegetacao.
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3. MATERIAL E METODOS

Etapas da dissertacdo foram desenvolvidas em alguns Laboratérios: de
Engenharia de Bioprocessos localizado nas Usinas Piloto B, Microbiologia e
Biologia Molecular (LabMicro) da Patologia Bésica, na UFPR e no laboratério de
Microbiologia aplicada da UFT. A Figura 06 apresenta o diagrama das etapas
realizadas neste trabalho.

'’
coleta de crescimento em meio
micélios BDA ‘3
e < e - i{ j _ guantificacio
/,g/; e T passagem de pellets crescidos AR de AlA
/7"' em BDA para meios Czapek e BD
crescimento em
meio BDA raspagem dos micelios
< adiciio de Agua
\ com lweean B0 i i’\ |' :
crescimento em crescimento em
meio czapek Biorreator de Imers&o

por Bolhas/greenhouse

é . guantificagio
de AlA

crescimento em
extrato de PC

A

FIGURA 6 — Fluxograma geral das etapas realizadas no presente estudo.
3.1. MICRO-ORGANISMOS
3.1.1 Cepas avaliadas

Para a realizagcdo desse trabalho foram utilizadas trés cepas de fungos
endofiticos como controle positivo, Beauveria bassiana, Penicilllum sp. e
Trichoderma sp. do banco bioldgico do laboratério de Microbiologia e Biologia
Molecular (LabMicro) do Departamento de Patologia Basica, Universidade
Federal do Parana (UFPR). Além de, 30 fungos endofiticos isolados de folhas de
pinhdo manso (Jatropha curcas L.) oriundas da Area Experimental do Campus
de Gurupi, Universidade Federal do Tocantins (UFT) foram igualmente testadas.
A altitude da area experimental é de 280 m, e 11°43'45" de latitude e 49°04'07"
de longitude. Todas as cepas foram conservadas em meio BDA sob refrigeracao
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(4°C) para uso imediato, e sob congelamento em ultrafreezer a -80°C com

glicerol a 10%.

3.1.2. Isolamento dos fungos endofiticos

As cepas dos fungos endofiticos foram isoladas de pinhdo manso. As
folhas foram cortadas (5mm de didmetro) e fragmentos das raizes (5mm de
comprimento) foram desinfetadas sequencialmente com agua destilada
esterilizada (1 minuto), em alcool 70% (1 minuto) e hipoclorito de sédio 3% (4
minutos), em alcool 70% (30 segundos), seguidas de lavagem com &gua
destilada esterilizada (6 minutos) e secagem em papel filtro esterilizado (Araujo,
et., al. 2002). Desta agua destilada esterilizada apos a lavagem 50 L foi retirada
para fazer o controle da assepsia (Pereira, 1993).

Para o isolamento os fragmentos de folhas foram colocados no meio BDA
(Merck®) com adicdo de antibiéticos (tetraciclina 50 pg.mL™ e cloranfenicol 100
ug.mL™") e incubados em estufa (BOD — Fanem 347-CD) a 28°C por 30 dias.
Foram feitos repiques sucessivos em placas de Petri contendo meio BDA até a
obtencdo das culturas puras e posteriormente armazenando os micélios em
tubos Eppendorfs com glicerol a -80 °C.

As colbnias fungicas que se apresentavam distintas umas das outras, de
acordo com as caracteristicas macroscépicas (coloragdo e caracteristicas de
crescimento em meio de cultura), foram purificadas em meio BDA, preservadas

pelo método da subcultura e armazenadas a + 4 °C.
3.2. SUBSTRATOS

3.2.1. Meio Batata Dextrose (BD)

A composicao do meio BD é apresentada abaixo;

Batata: 2009
Dextrose: 109
Extrato de levedura: 1,09
Agua destilada: 1000 mL

3.2.2. BDA Vertex 39 g.L"
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3.2.3. Caldo Czapek (CC)
Composicéo do Caldo Czapek;

Glicose: 30,09
Extrato de levedura: 1,09
Fosfato de Potassio (KoHPOy): 1,09
Sulfato de Magnésio (MgSQ,): 0,59
Sulfato de Ferro: 0,01g
Agua destilada: 1000 mL

3.2.4. Obtencao e andlises do substrato/suporte

A Polpa citrica (PC) utilizada neste estudo foi gentilmente cedida pela
empresa Coalma Nutrigdo Animal SP.

As analises fisico-quimicas do substrato foram determinados de acordo
com a metodologia padrdao descrita na A.O.A.C (2000): umidade e cinzas
(termogravimétrico) e proteinas (método de Kjeldahl, 1883).

Os acgucares fermentesciveis foram dosados pela metodologia de
Somogyi-Nelson (Nelson, 1944; Somogyi, 1945). Pesou-se 1 g da amostra para
fermentagdo em um baldo volumétrico de 100 mL. Adicionou-se cerca de 50 mL
de agua destilada, 2 mL de acido cloridrico concentrado em banho-maria com
agua em ebulicdo durante 20 minutos para a hidrélise. Em seguida, o conteudo
foi resfriado e neutralizado com NaOH a 40%. Completou-se o volume com H>O
no balao volumétrico de 100 mL e posteriormente todas as amostras foram
filtradas. Apds a aplicacdo desta metodologia procedeu-se a leitura em
espectrofotdmetro a 535 nm (espectrofémetro Spectrum SP2000). As anadlises
foram realizadas em triplicata, e os resultados obtidos com base na curva padrao
de glicose de 0 a 100 pg/mL de glicose P.A.

As medidas de pH (potenciébmetro Procyon — phn — 4) foram realizadas
com o preparo de uma suspensdo com 5g do substrato em 50 mL de agua a
qual foi agitada durante 10 minutos. A atividade de agua (aw) pode ser medida
usando diferentes métodos e equipamentos, estes, mensuram a diferenca de
pressao entre a mistura e a fase gasosa em equilibrio. A medida da atividade de
agua da PC e do fermentado foi determinada em equipamento da marca Aqua
Lab modelo CX-2.
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3.2.5. Meio para fermentacao em estado sélido (FES)

Experimentos iniciais para producao de &cido indol acético (AlA) por FES
foram realizados utilizando o triptofano 0,5mM como precursor, na auséncia de
luz com 5g de substrato/suporte Polpa Citrica (PC) em frascos Erlenmeyer de
125 mL, adicionados de 13,4 mL (para ajuste da umidade inicial em 75%) de
uma solugdo mineral composta por (g.L”'): Uréia, 1,5; KoHPO4 0,2;
MgSO,47H20, 1,0. O pH inicial foi ajustado para 6,0 com tampao citrato de saodio.
Para o célculo de massa de agua a ser adicionada para determinar a umidade

inicial foi utilizada a equacao:

mH20= ms (X2-X1)
1-X2

Onde:

mH>0 = massa de 4gua a ser adicionada;

ms = massa de substrato seco;

X1 = porcentagem inicial de umidade do substrato;
X2 = porcentagem final de umidade desejada.

O meio foi autoclavado por 20 minutos a 121° C. Apéds resfriamento os
frascos Erlenmeyer foram inoculados com Trichoderma sp. a uma concentracao

de 10° esporos/g e incubados em estufa BOD a 30 °C.

3.3. SELECAO DAS CEPAS PARA PRODUCAO DE AIA

3.3.1 Preparo do In6culo

Os 30 fungos endofiticos isolados de folhas de pinhdo manso foram
transferidos dos tubos de ensaio (10 mL) contendo o meio BDA para novo meio
BDA em placas de petri com crescimento em camara de incubacdo (BOD —

Fanem 347-CD) por um periodo de 10 dias em temperatura constante de 28°C.
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Micélios dos fungos endofiticos foram coletados e repicados em placas de Petri
em meio BDA e incubado a 28 °C por 7 dias, antes do inicio dos testes das
fermentacdes para producao de AlA.

Utilizaram-se 5 fragmentos de micélio (5 x 5 mm) os quais cultivados em
placas e entdo inoculados em 100 mL do meio Caldo Czapek em frascos de
Erlenmeyer de 250 mL. Os frascos foram incubados em um agitador do tipo
shaker a 30°C, 120 rpm, por 72 horas. Apds o crescimento dos pellets, estes
foram filtrados em tecido TNT instalado em uma peneira de inox como suporte

previamente esterilizados. Este procedimento foi realizado no fluxo laminar.

3.3.2 Recuperacao de esporos/ contagem de esporos

Os esporos foram recuperados da superficie do meio utilizando-se 25 mL
de solucdo 0,01% de Tween 80 contendo pérolas de vidro e uma barra
magnética. Com o auxilio de um agitador magnético, a solugao adicionada sobre
0s esporos foi mantida sob agitacdo durante 15 minutos.

Para determinar a concentragdo de esporos para contagem em

microscoépio eletrénico utilizou a camara de Neubauer (Tabela 6):

(> 5 quadrados) x (5x10*) x diluigéo:

116 mm'

A B
E
L™ D
% 125 mm' 1400 r

FIGURA 7 - CAMARA DE NEUBAUER
Fonte: Joana Filipa, 2010

3.3.3. Selecédo das cepas/meios de cultura para producéao de in6culo
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Os fungos endofiticos (3 cepas do banco biolégico do laboratério de
Microbiologia e Biologia Molecular, LabMicro, e 30 isolados de folhas de pinhao
manso) foram testados para producao de acido indolacético (AlA) em Caldo
Czapek com triptofano 0,5 mM como precursor para biossintese do AlA. O AIA
foi produzido na auséncia de luz, aos 5 dias de cultivo a 30°C.

3.3.4 Selecao qualitativa/quantitativa de AlA

A analise qualitativa de AlA foi determinada pela técnica do reagente de
Salkowski. O principio dessa técnica € a indicagdo da coloracdo apresentada
pela reacdo quimica. A reacdo de uma solugdo de AIA com o reagente de
Salkowski (0,5M de FeCl; em 7,9M de H>SO,) resulta numa coloragéao
amarelada (teste negativo) e rosa avermelhado para o teste positivo. Esse
método colorimétrico baseia-se na oxidagdo de compostos inddlicos por sais
férricos (Mayer, 1958), resultando na coloracao résea.

A analise qualitativa de AIA foi determinada misturando-se 500 pL do
sobrenadante do extrato fermentado com 500 upL de acido de reagente
Salkowski permanecendo ao abrigo da luz por 30 minutos.

A andlise qualitativa do aia foi realizada pelo método de Loper (Loper et.
al., 1986). Para essa anadlise foram realizadas leituras do sobrenadante do
extrato fermentado em espectrofotébmetro (espectrofémetro Spectrum SP2000)
com um comprimento de onda de 540nm. As leituras foram feitas através da
curva padrao obtida com concentragdes entre 0, 25, 50, 100, 150, 200, 250 e
300 (UM do padréo de AlA).

A cepa Trichoderma sp. foi cultivada em FES com PC como
substrato/suporte impregnado com uma solu¢ao contendo FeSO,4.7H,0 (0,3 g.L
') e (NH4)2S04 (0,1 g.L"), de forma a ajustar a umidade inicial de 75%. O pH
inicial foi ajustado para 6,0 e a fermentacdo ocorreu em 5 dias a 30 °C. As
fermentacdes foram realizadas em condi¢cdes de temperatura, quantidade de
meio, razao de inoculo e tempo de fermentacao de acordo com a Tabela 1. Os
procedimentos de extracao também foram avaliados para comparacao dos tipos
de fermentacao. Apds a selecédo dos isolados de pinhdao manso para produgao

de AIA de acordo com a Tabela 6 procedeu-se o teste para avaliagdo das
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condicoes das fermentacdes submersas e em estado sélido para selecao das

cepas.

Tabela 1. CondigGes iniciais das fermentagGes para selegcdo das cepas de fungos endofiticos
para producéo de Acido Indol Acético, Beauveria bassiana, Penicillium sp. e Trichoderma sp.
(controle positivo) e os fungos isolados do pinhdo manso que apresentaram os melhores
resultados para a biossintese de AlA (isolado 07, isolado 18, isolado 19 e isolado 20).

Condigao Fermentagao Submersa Fermentagdo em Estado Solido
Temperatura (° C) 30 30

pH inicial 55 55

Razao de in6culo 10% (V/V) 10% (V/m)

Umidade inicial (%) - 75

Rotacéo (rpm) 120 e

Tempo (dias) 5 5

3.3.5. Otimizacao de variaveis fisicas do Fermentado (pH e umidade %) e fontes
de nitrogénio.

Ap6s a selecdo de cepas, foram realizadas otimizacbes das variaveis
fisicas: pH, umidade (%). As faixas de pH testadas foram 5,5; 6,5 e 7,5. Foram
testadas as seguintes variagcdes de umidades 65%, 75% e 80%. E um variavel
quimica; fonte de nitrogénio (NH4CIl, NH4sNO3, (NH4)2SO4, uréia e extrato de
levedura em concentracdes de 1,0 g/g de PC seca e sem adi¢ao de nitrogénio)
para a producao de AlA.

3.3.6. Avaliacao de cinética para producao de esporos utilizando FES

Foi realizado um estudo da cinética da producédo de AIA durante 5 dias a
30 °C em triplicata com as condi¢gbes otimizadas: pH 6,0, taxa de inoculagéao
10% (v/m), PC apenas moida com granulometria entre 2 mm e 0,8 mm e 75% de
umidade inicial. A umidade foi ajustada com a adicdo de solugdo nutritiva
contendo extrato de leveduraa 1,0 g.L"' e MgSQ,4.7H0a 1,5g.L ™.
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3.4. PROPAGAGAO in vitro DE CANA-DE-ACUCAR (var. RB 72.454)

3.4.1 Estabelecimento in vitro da variedade de cana-de-acucar RB 72.454

Folhas jovens meristematicas (palmito) da variedade RB 72.454 de cana-
de-agucar foram utilizadas como explantes para o estabelecimento in vitro de
acordo com o protocolo descrito por Dibax et al. (2011). Os explantes foram
coletados de plantas (com dois meses) originadas de propagacao vegetativa e
cultivadas em casa-de-vegetacdo. Os explantes foram desinfestados com
imersao em alcool 70% (v/v) por dois minutos e imersos novamente em solucao
de NaOCI 2% (v/v) por 30 minutos, ap0s esses procedimentos, os explantes
foram lavados trés vezes com agua destilada e estéril. Estes foram seccionados
em partes de 50 mm e imersos por 30 min em solugdo antioxidante composta
por 250 mg.L" de &cido ascérbico, 25 mg.L" de &cido citrico e 1 g.L" de
polivinilpirrolidona (PVP). Os explantes foram isolados em placas de Petri
contendo meio MS (Murashige & Skoog, 1962) com metade da concentragdo de
ferro, 30 g.L™' de sacarose e solifidicados com 7 g.L™! de agar. O pH foi ajustado
para 5,8. Os explantes foram incubados na auséncia de luz por 30 dias de

cultivo.

3.4.2. Multiplicacao in vitro

BrotacGes de cana-de-agucar variedade RB 72.454 foram cultivadas em
meio MS liquido, com redugdo do FeSO4.7H,0 do meio MS pela metade, 30 g.L™
de sacarose, 0,2 mg.L" de 6-benzilaminopurina (BAP) e 0,1 mg.L" de 6-
furfurilaminopurina (KIN). O pH foi ajustado para 5,8. Subcultivos foram
realizados a cada 20 dias para obtencdo do numero suficiente de plantas para a

instalacdo do experimento com o Biorreator de Imersao por Bolhas - BIB.

3.4.3. Avaliacdo da concentracao de esporos de Trichoderma sp.no co-cultivo de

cana-de-agucar utilizando o Biorreator de Imers&o por Bolhas BIB.
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O meio basal usado foi o MS com metade da concentracao de ferro, 30
g.L" de sacarose e 1 gota de Tween®80 para cada 250 mL de meio de cultura.
O pH foi ajustado para 5,8 e autoclavados a 120°C por 15 minutos.

Vinte e cinco brotos (5 cm) de cana-de-agucar foram utilizados como
explantes. Os tratamentos avaliados foram: (1) Testemunha (contendo meio
basal sem inoculagédo do fungo); (2) Meio basal em co-cultivo com inéculo de
1x10° esporos/mL de Trichoderma sp.; (3) Meio basal em co-cultivo com inéculo
de 1x10* esporos/mL de Trichoderma sp. e (5) Meio basal em co-cultivo com
indculo de 1x10° esporos/mL de Trichoderma sp.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento durante 15 dias,
temperatura controlada de 25+2°C, sob luz branca fria (40 uM.m?.s™), com 16
horas de fotoperiodo. A altura da parte aérea (cm), numero de folhas, nimero de
brotos, numero de raizes, numero de folhas necrosadas, percentual de
sobrevivéncia, percentual de oxidacdo, massa fresca total (g), massa fresca da
parte aérea (g), massa fresca das raizes (g), massa seca total (g), massa seca
da parte aérea (g), massa seca das raizes (g) foram analisados aos 15 dias de
cultivo in vitro.

Plantas completas de cana-de-agucar tiveram suas raizes lavadas em
agua esterilizada, em seguida, levadas para a casa de vegetacdo para
aclimatizagdo, sendo plantadas em bandejas de 128 alvéolos, com substrato
comercial Plantmax® HT, para serem avaliadas em 30 dias quanto & altura da
parte aérea, numero de folhas, massa fresca da parte aérea, massa fresca das
raizes, massa fresca total, massa seca da parte aérea, massa seca das raizes e

massa seca total.
3.5 Testes de germinacéo e vigor de sementes de pinhdo manso.

O teste de germinacdo e vigor das sementes de pinhdo manso
consistiram dos tratamentos: (1) Testemunha (Papel filtro molhado com agua
destilada); (2) Suspensdo de esporos em agua destilada-estéril contendo 1x10’
esporos.mL” de Trichoderma sp.); (3) Suspensdo de esporos em Aagua

destilada-estéril contendo 1x10® esporos.mL” de Trichoderma sp.); (4)
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Suspensdo de esporos em agua destilada-estéril contendo 1x10° esporos.mL
de Trichoderma sp.

Foi realizada a analise de sanidade de sementes conforme Brasil (2009).
Neste teste, cada tratamento consistiu de 200 sementes, divididas em quatro
repeticdbes com 50 sementes, colocadas para embebicdo em papel germitest
umedecido com agua destilada, na propor¢cdo de 2,5 vezes o peso do papel
umedecido com agua destilada contendo os devidos tratamentos. Em seguida,
foram encaminhados para sala climatizada com temperatura de 20° C e
fotoperiodo de 12 horas, permanecendo pelo periodo de 8 dias.

No quinto dia ocorreu a primeira contagem de germinagdo, contando o
nuamero de plantulas normais e os resultados expressos em porcentagem. Apos
oito dias, realizou-se a contagem final de germinagdo, determinando a
porcentagem de plantulas normais, segundo as Regras para Analise de
Sementes (Brasil, 2009). Foram avaliadas ainda; percentagem de plantulas
anormais, sementes nao germinadas, comprimento da parte aérea (cm),
comprimento da radicula (cm), comprimento total (parte aérea mais radicula) e

massa seca total (g).

3.6 Efeito de Trichoderma sp. no crescimento de pinhdo manso em casa de

vegetacao.

Para a germinagdo e crescimento inicial de mudas de pinhdo manso
peletizadas em extrato fermentando com diferentes quantidades de inoculo de
Trichoderma sp. (Trichoderma sp. crescido em polpa citrica) em casa de
vegetacao, foram avaliados: Germinacao, Altura de parte aérea, Emergéncia,
indice de velocidade de emergéncia, Altura da planta, Comprimento da raiz,
Comprimento total da plantula, Matéria seca da plantula aos quinze dias apds o
plantio. As sementes de pinhdo manso foram semeadas em vasos contendo o
substrato comercial Plantmax® HT. Os tratamentos consistiram de diferentes
proporcoes do extrato fermentado de polpa citrica com Trichoderma sp.
misturado com uma semente por vaso, essas diferentes propor¢cées do extrato

fermentado foram: 0, 350, 700 e 1000 mg (1x10° esporos /mL) por semente. O
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delineamento experimento foi inteiramente casualisado com quatro repeticées de
20 sementes.

O indice de qualidade de Dickson (IQD) foi determinado em fungcédo da
massa seca total (MST), da altura da parte aérea (H), do didmetro do coleto
(DC), da massa seca da parte aérea (MSA) e da massa seca das raizes (MSR),

por meio da férmula:

IQD = MST (g)
H (cm)/ DC (mm) + MAS (g)/ MSR (g)

3.7. Andlise estatistica.

O delineamento estatistico usado foi inteiramente casualisado. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia e ao teste de comparacédo mdultipla de
médias de Duncan ou Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Os
dados oriundos de percentagem foram transformados para arcoseno /x/100 € 0S
de contagem para x+1. Os dados foram processados com auxilio do programa
computacional GENES (CRUZ, 2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO DA POLPA CITRICA

A polpa citrica utilizada apresentou 11,3% de umidade , 5,67% de cinzas,
5,61% de proteinas totais, 18,74% de acuUcares totais, 10,21% de acucares
redutores, 0,621 de atividade de agua (aw) € pH de 5,56. O pH utilizado para o
processo de producdo de AIA em FES se situa entre 5,0 e 6,0 para evitar
contaminagdes com outros micro-organismos, o que indica que a polpa citrica é
um substrato adequado para esse processo. As analises de umidade, cinzas e
proteinas demonstraram resultados semelhantes com os valores maximos
6timos para o crescimento de micro-organismos que estdo em 12,0% e 8,0%
para umidade e cinzas, respectivamente e de 5,0% para proteinas totais
(Abecitrus, 2011). O valor da a, da PC (0,621) foi considerado satisfatério para
estocagem do substrato, considerando que a PC vai ser utilizada em FES. A ay,
da PC em estudo esta abaixo do ideal para o desenvolvimento de micro-
organismos, evitando contaminagbes indesejaveis durante a estocagem. No
entanto, a atividade de agua inicial devera ser ajustada para a fermentagéo,
entre os valores de 0,92 a 0,99 para Trichoderma spp. (Forsythe, 2002;
Cavalcante et al., 2008). Os resultados para agucares totais e redutores foram
semelhantes aos encontrados em polpa citrica usada para FES com Fusarium
moniliforme (Rodrigues, 2006).

4.2. ISOLAMENTO E SELEGAO DE CEPAS PARA PRODUGAO DE AIA

A partir de fragmentos de folhas cultivadas em meio de cultura BDA,
foram obtidos os primeiros isolados de fungos endofiticos (Figura 1). Dos 140
fragmentos de folhas coletados foram obtidos 30 isolados de fungos, como
mostra a Tabela 2.

O controle do processo de desinfeccdo dos fragmentos coletados de
Jatropha curcas L. mostrou-se eficaz eliminando micro-organismos epifiticos e
garantindo assim o crescimento seletivo dos fungos endofiticos. Tal fato foi

constatado devido a metodologia de isolamento empregada dos fungos
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endofiticos. Apds a desinfecgao, o grupo controle (Figura 7. A), constituido de 50
ML de agua do ultimo processo de desinfecgdo superficial, ndo apresentou
crescimento de fungos, ou qualquer outro tipo de microrganismo apds 0 seu

esgotamento em meio de cultura BDA.

Figura 7. A - Controle negativo constituido de 50 yL de agua final do processo de desinfecgao.
B - Folhas de Jatropha curcas L. apés 4 dias de isolamento em em meio de cultura BDA a 28°C.
C e D- Colbnias de fungos isolados de folhas de Jatropha curcas L. ap6s 10 dias de isolamento e
cultivo em meio de cultura BDA a 28°C.



45

Foram analisados 30 cepas isoladas em relagdo a producdo de AlA,
destas, quatro cepas (Isolados 7, 18,19 e 20) apresentaram reagado positiva de
producéo de AIA em meio Czapek com 0,5mM de triptofano (Tabela 2).

Tabela 2. Selecdao de fungos endofiticos isolados do pinhdo manso para produgédo de AlA.
Legenda: (+) Isolado com habilidade de produzir AlA e (-) Isolado sem habilidade de produzir
AlA. Resultados obtidos pelo teste qualitativo de Salkowski.

Isolados AlA
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Das cepas usadas como controle positivo, ndo foi observado resultado
positivo para os extratos fungicos oriundos da fermentagéo pelo fungo Beauveria
bassiana em nenhum dos meios fermentesciveis para producdao de AIA. As
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cepas de Penicillium sp. e Trichoderma sp. apresentaram resultado positivo para
a producéao do AlA pelo método qualitativo.

Os resultados encontrados para a producao do AIA em dois tipos de
processos fermentativos; Fermentacdo Submersa em Caldo Czapek (FSm) e
Fermentagdo em Estado Sélido utilizando Polpa citrica-FES, estdo apresentados
na Tabela 3.

Tabela 3. Fungos endofiticos produtores de AIA por FSm e FES apés 5 dias de cultivo (com
0,5mM de triptofano e auséncia de luz ). Isolado 7, 18, 19 e 20 sao oriundos de folhas do
pinhdo manso. Os experimentos foram conduzidos no escuro.

FSm FES
Cepas AlA (mg.L™) AlA (mg.g* PC seca)
Trichoderma sp. 49,5aB' 55,6aA
B. bassiana e e
Penicillium sp. 7,1eB 25,9dA
Isolado 07 i26d e
Isolado 18 27,5¢cB 35,6cA
Isolado 19 31,7bB 40,2bA
Isolado 20 25,8cB 33,5cA

" Médias seguidas da mesma letra minscula na coluna e mailscula na linha, nao diferem entre
si pelo teste de Scott Knott a 5%.

Os resultados com a cepa Trichoderma sp. foram superiores em
comparagao com as demais cepas produtoras de AlA de acordo com o teste de
Scott Knott a 5% de probabilidade, independente dos meios de cultivos
utilizados. A FES foi superior a FSm para o Trichoderma sp, resultando numa
producdo de 55,6 mg de AIA/g PC seca foi atingida em FES, jA em FSm a
producdo foi de 49,5 mg.L". Resultados inferiores foram encontrados por
Oliveira et al., 2012 utilizando os meios liquidos Batata Dextrose e meio FAN
(Fan, 2002) com producdes de 14,8 yg.mL™ e 14,3 ug.mL", respectivamente,
aos quatro dias com Trichoderma sp. Uma possivel explicagdo para os baixos
resultados pode ser o fato dos experimentos nao terem sido conduzidos ao
abrigo da luz, considerando que o AIA é degradado pela luz. Bandeira et. al,.
2011 trabalhando com 125 isolados de Trichoderma sp., destes, 44 isolados

foram positivos para producao de AIA em meio TSA (Trypticase Soy Agar).
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Chagas-Junior et. al., (2009) em experimentos com rizébios na presenca de 150
mg.mL™" do triptofano, produziram de 1.360 a 2.660 ug.mL" de AIA. Os isolados
de pinhdo manso tiveram resultados inferiores quando comparados ao
Trichoderma sp., mas podem ser fontes de futuros trabalhos na otimizagéo de
producdo de AIA, bem como, desenvolvimento de novos produtos com
aplicagdes biotecnologicas.

4.3. Padronizacgao e influéncia dos meios de cultura sobre a produgao de AlA.

Apos selecionar o Trichoderma sp. para a producao de AlA, foi avaliada a
sua producdo com e sem triptofano em dois diferentes meios de cultivo de
acordo com a Tabela 4.

Tabela 4. Produgao de AIA por Trichoderma spp. em diferentes meios de cultivo (CC - Caldo
Czapek, BD - Batata Dextrose) sem e com triptofano a 0,5mM e em fung¢ao do tempo (horas).
Os experimentos foram conduzidos no escuro.

Tempo (h) CC (ug.mL™) BD (ug.mL")

sem com sem com
24 e e e
48 e 6,566 e e
72 1,24dB' 17,45dA e 2,3c
96 2,23¢C 43,85bA 2,5bC 7,40B
120 3,87aC 48,82aA 5,4aC 6,7bB
144 3,24bC 44,16bA 2,3bC 27,6aB
168 2,76bC 42,50bA 2,1bC 29,8aB
192 1,85cB 2345CA  eeeeee- 25,4aA

"Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna e maitscula na linha, néo diferem
entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro.

O Trichoderma sp. produziu uma maxima concentragao de 48,82 ug.mL™
de AIA em Caldo Czapek apds 120 horas de fermentagdo. Em meio BD o apice
de producdo ocorreu em 168 horas atingindo 29,8 pg.mL" de AIA. Esses
resultados indicam um periodo étimo de producao para cada cepa (caracteristica

genética) em condi¢des especificas de cultivo (caracteristicas ambientais), o que
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devera ser considerado para a interrupgao do processo para a obtencao do AlA,
devido ao fato de que apds o periodo ideal de produgédo, a quantidade de AIA
comeca a diminuir. Resultados inferiores foram encontrados por Oliveira et al.,
(2012) para a produgao de AlA usando Trichoderma sp., utilizando os meios BD
e FAN apresentaram 18,7 ug.mL" e 19,9 pyg.mL" de AIA, respectivamente.
Robinson et al., 1998 trabalhando com 18 isolados do fungo Colletotrichum
gloeosporioides encontraram producdo de AIA de 2 a 32 mg.L™". J& Souchie et.
al., 2007 trabalhando com cinco fungos solubilizadores de foésforo identificados
como Aspergillus sp. produziram AIA in vitro variando de 0,6 a 24 mg.L™.

Meios de cultura com suplementacéo de L-triptofano apresentaram maior
produtividade de AIA com relagdo aos meios de cultura isentos de L-triptofano,

esses resultados foram estatisticamente significativos.

4.3.1. Avaliacdo da adicdo de fontes de nitrogénio na produgdo de aia por
Trichoderma sp em FES

A concentragdo de nitrogénio necessaria para o crescimento do micro-
organismo é extremamente importante para o0 acumulo de biomassa e para a
producdo de AIA. A produgado de AIA em diferentes fontes de nitrogénio esta
apresentada na tabela 5.

Tabela 5. Produgao de AIA com adig¢ao de diferentes fontes de Nitrogénio aos cinco dias de
FES com Trichoderma sp. Os experimentos foram conduzidos no escuro.

Fontes de N Producéo de AIA (mg/g de PC seca)
(NH,)S0, 58,90
NH,CI 39,50
NH.,NO; 38,4b
Uréia 53,42
55,3a

Extrato de levedura

S/N* 51 ,83.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.
*Sem adi¢éo de nitrogénio.
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Os melhores resultados para a producdo de AIA foram o extrato de
levedura, a Uréia e o controle (sem adigdo de nitrogénio), obtendo 55,3; 53,4 e
51,8 mg/g de PC seca, respectivamente, nao diferindo estatisticamente entre si.
Desta forma optou-se pela ndo adigdo de nitrogénio complementar ao meio de
fermentagdo, pois a quantidade de nitrogénio presente na polpa citrica é
suficiente para o desenvolvimento do micélio de Trichoderma sp. na produgéo de

AlA. A polpa citrica é um substrato complexo com teores consideraveis de
nitrogénio, apresentando cerca de 5% de nitrogénio (Melo et al., 2011).

4.3.2. Otimizagcdo das variaveis pH e umidade na producdo de AIA por
Trichoderma sp em FES.

Na otimizacdo das variaveis pH e umidade os melhores resultados obtidos
com Trichoderma sp. foram em pH 5,5 e umidade de 75% com produgéo de 56,4
mg/g de PC seca, (Tabela 6).

Tabela 6. Variagao do pH e Umidade inicial para produgdo de AlA por Trichoderma sp. em FES
usando como substrato polpa citrica, sob condi¢cdo no escuro.

Tratamentos Umidade (%) pH produgao de AIA (mg/g de PC seca)
1 65 5,5 383 ¢
2 75 55 56,4 a
3 80 55 34,3 f
4 65 6,5 441 ¢
5 75 6,5 52,1b
6 80 6,5 445c
7 65 7,5 33,6 f
8 75 7,5 41,3d
9 80 7,5 2169

" Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a
5% de probabilidade de erro.

Na literatura existem poucos trabalhos relacionando fermentacdo em
estado solido para producdo de AIA por micro-organismos. Rodrigues, 2006

trabalhando com PC otimizou algumas variaveis tais como pH, umidade para a
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producdo de Acido Citrico, em valores de 55 e 65%, respectivamente.
Analisando os tratamentos com 75% de umidade verifica-se que o aumento do
pH diminuiu significativamente a produg¢ao do AlA

4.4. Co-cultivo de Trichoderma sp. com brota¢des de cana-de-agucar

Na tabela 7 estd descrita a avaliacdo de brotos de cana-de-agucar da
variedade 72 454 co-cultivada com Trichoderma sp. em Biorreator de Imersao

por Bolhas aos 15 dias de cultivo.

Tabela 7. Avaliagao da altura da parte aérea (AP cm), nimero de brotos (NB), nimero de folhas
(NF), numero de raizes (NR), comprimento médio das raizes (CR), massa fresca total (MF g) de
cana-de-agucar variedade 72 454 produzida em co-cultivo com Trichoderma sp. em Biorreator de
Imersao por Bolhas aos 15 dias de cultivo in vitro..

AP cm NB NF NR CRcm MFT g
Controle 720 3,6a 14,0 a 4,7 ab 0,72 a 0,328 b
1x10°% esporos/mL 79 a 3,7a 14,1 a 6,2 a 0,85a 0,435a
1x10* esporos /mL 58¢c 1,1b 9,0 a 3,0 bc 0,53 a 0,153 ¢
1x10° esporos /mL 53¢ 1,2b 33 b 1,3¢c 0,45 a 0,071 ¢
CV(%) 6,7 17 18,4 19,9 36,3 26,9

" Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si para cada parametro pelo
teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Os tratamentos com o fungo endéfito Trichoderma sp. em diferentes
concentragdes de inéculo ndo diferiram estatisticamente do controle pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade em relacdo a varidvel comprimento de raiz,
provavelmente pelo alto coeficiente de variagao (CV%).

Brotos de cana-de-agucar em co-cultivo com Trichoderma sp. com inéculo
103 esporos/mL mostraram resultados significativos superiores para altura de
plantas e massa fresca total 7,9 cm e 0,435 g, respectivamente, de acordo com
o teste de Duncan a 5% de probabilidade em relagdo aos demais tratamentos.
Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et. al, 2006 que
inocularam isolados fungicos provenientes de graviola (Annona muricata L.) em

mudas de pinha (Annona squamosa L.), esses isolados promoveram o
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crescimento da biomassa seca da parte aérea e de raiz, evidenciando que
isolados de um hospedeiro podem facilmente colonizar hospedeiros de espécies
diferentes, até mesmo com maior intensidade. Fato observado por Silveira et al.
2004 com isolados de bactérias epifiticas promotoras de crescimento de plantas
obtidas de couve, rabanete e repolho sendo inoculadas em pepino com sucesso
para acumulo de matéria seca da parte aérea, matéria seca da raiz e matéria
seca total. Silva et. al., (2006) inocularam diversos fungos endofiticos, tais como,
Colletrotrichum sp., Acremonium sp. em solo desinfestado utilizando discos com
5 mm cultivados em meio BDA durante cinco dias, os quais foram inoculados no
interior da cova de plantio de cada planta (muda), em contato com o sistema
radicular. Esse co-cultivo favoreceu o incremento da biomassa seca total.
Sesquiterpenos de plantas induzem ramificacbes de hifas em fungos
micorrizicos arbusculares, que sao fungos que formam associacoes
mutualisticas simbidticas com as raizes de mais de 80% das plantas (Akiyama et
al. 2005). Existem poucos trabalhos na literatura falando sobre a promogéo de
crescimento de plantas através da utilizagao de fungos endofiticos.

Na Figura 8A observa-se plantas de cana-de-agucar multiplicadas em BIB
sem inoculacao de Trichoderma sp. e brotos de cana-de-agucar com inoculagao
de 1x10° esporos/mL de Trichoderma sp. (figura 6B), tecidos apresentando
oxidacado em parte das folhas basais. A ocorréncia de oxidagdo nos tecidos da
cana-de-agucar pode ter ocorrido na fase inicial do co-cultivo com o fungo
Trichoderma sp. devido a liberagdo de compostos fendlicos de defesa da planta,
esse tipo de resposta pode ocorrer por diversas razbes, mas todas elas
resultantes do estresse oxidativo que ocorre nos tecidos sob condi¢gdes nao

favoraveis (Figura 8).
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Figura 8. Plantas de cana-de-agucar cultivadas em Biorreator de Imersao por Bolhas (BIB)
apés 15 dias de cultivo. A - planta de cana-de-agucar sem inoculagao com Trichoderma
sp. B — com inoculagéo de 1x10° esporos por mL de Trichoderma sp.

No co-cultivo do Trichoderma sp. com cana-de-aglicar inoculada a 1x10°
esporos/mL, as plantas ndo se desenvolveram, propiciando aumento rapido de
biomassa do Trichoderma sp. inibindo o crescimento da planta e ocorrendo em
algumas partes da plantas oxidagao de alguns tecidos (Figura 9).

Figura 9. Cana-de-agUcar co-cultivada com Trichoderma sp. (1x10° esporos/mL), apés 15
dias de cultivo no Biorreator de Imerséo por Bolhas (BIB).



53

Atribui-se esse fato (Figura 9) ter acontecido devido a competi¢cao por nutrientes
do meio de cultivo entre o fungo endofitico e a planta em estudo, além de
provaveis substancias téxicas exsudadas das células fungicas para o meio de
co-cultivo.

Brotos de cana-de-agucar co-cultivados com Trichoderma sp. em
biorreator de imersao por bolhas ap6s 15 dias apresentaram raizes formadas,
essas plantas completas foram transferidas para casa de vegetagao para avaliar
o efeito peletizante sobre as mudas, esses resultados estdo apresentados na
Tabela 8.

Tabela 8. Efeitos da co-cultura de Trichoderma sp. na aclimatizacdo de brotos de cana-de-
acucar variedade RB 72-454 apds 30 dias de cultivo em casa de vegetagdo. Altura da parte
aérea (AP cm), numero de folhas (NF), massa fresca da parte aérea (MFPA g), massa fresca
das raizes (MFR g), massa fresca total (MFT g), massa seca da parte aérea (MSPA g), massa
seca das raizes (MSR g) e massa seca total (MST g).

APcm NF MFPAg MFRg MFTg MSPAg MSRg MSTg

Controle 180b' 98 a 25b 0,498b 2,989b 0,449b 0,086b 0,535b
1x10° esporos/mL 189a 10,2a 2,7a 0,551a 3,258a 0,490a 0,115a 0,606 a
1x10* esporos/mL 159c¢c 6,1 b 1,5¢ 0,135¢c 1,695c¢c 0,145c 0,010c 0,156 ¢

CV(%) 3 2,1 2,1 3,1 2,2 5 6,4 4,3

"Médias seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%
de probabilidade de erro.

Na aclimatizacdo em casa de vegetagao o tratamento com inéculo 1x10°
esporos/mL apresentou resultados superiores aos demais tratamentos, em todas
as variaveis com exce¢ao no numero de folhas em relacdo ao controle (Tabela
8). Na figura 10 podem ser visualizadas as diferengas no crescimento de brotos
de cana-de-agucar entre o tratamento controle (Figura 10%) e aquele onde foi
inoculado Trichoderma sp. a 1x10° esporos/mL.

O aumento da biomassa seca na parte aérea e da raiz indica melhoria na
qualidade de mudas. Algumas espécies apresentam maiores taxas de
sobrevivéncia quando possuem maiores reservas de carboidratos na sua
biomassa, consequentemente plantulas com menos biomassa apresentam
maiores taxas de mortalidade.

Na promocéo de crescimento das mudas de pinha quando analisada a

variavel biomassa seca da raiz ndo foi observado incremento provocado pelos
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fungos endofiticos (Silva et. al., 2006). Uma possivel explicacdo seria devido a
competicdo por nutrientes do solo entre o fungo endofitico e a planta. Na
interacdo entre os micro-organismos endofiticos e plantas hospedeiras podem

ocorrer diversas rea¢des, como do tipo benéficas, neutras ou prejudiciais.

. . e

Figura 10. Plantas aclimatizadas de cana-de-agucar apés 30 dias de cultivo em casa
de vegetagao. A - Planta de cana-de-aglcar sem inoculagdo. B — Inoculada com

Trichoderma sp. 1x10° esporos/mL.

4.5. GERMINACAO DE SEMENTES E CRESCIMENTO INICIAL DE MUDAS DE
PINHAO MANSO PELETIZADAS COM Trichoderma sp.

As maiores porcentagens de emergéncia das sementes de pinhao manso
foram obtidas para a testemunha e com as sementes peletizadas com 1x10’
esporos/mL de Trichoderma sp., apresentando , 62,1% e 61,5% de germinagcao
aos cinco dias, respectivamente (Tabela 9).. O mesmo ocorreu para germinagao
aos oito dias (G), onde a testemunha e sementes de pinhdo manso inoculadas
com Trichoderma sp. (1x10° esporos/mL) obtiveram 90% e 89%,
respectivamente, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 9).
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TABELA 9. Germinagdo de sementes e crescimento inicial de sementes de pinhdo manso
embebidos ou ndo (Testemunha) com esporos de Trichoderma sp em papel germitest. Primeira
contagem de germinagao aos cinco dias (PC). Germinagao aos oito dias (G), plantulas anormais
(Pa), sementes nao germinadas (Sm), comprimento de parte aérea (PA cm), comprimento de raiz
(CR cm), comprimento total (CT cm) e massa seca total (MST g) de plantulas oriundas de
sementes de pinhdo manso submetidas a diferentes tratamentos em condigdes controladas, 20°
C, apés oito dias de germinagao.

Tratamentos PC % G% Pa% Sm% PAcm CRcm CTcm MSTg
Testemunha 62,1a 90a 11a 5a 13,7a 2,1a 15,8a 0,92a
1x10’ esporos/mL 61,5a 89a 8a 4a 12,5ab 1,7a 142b 1,10a
1x10%esporos /mL 57,9b 85b 9a 6a 14,4a 1,9a 16,3a 1,21a
1x10° esporos /mL 56,4b 81b 7a 7a 11,2b 1,5b 12,7¢c 1,29a
CV% 22,5 5,6 27,5 12,4 15,6 7,8 5,6 7.1

Médias, seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Ainda na tabela 9 a variavel plantulas anormais (Pa), sementes néo
germinadas (Sm) e massa seca total (MST) de plantulas de pinhdo manso
verifica-se que os tratamentos nao diferiram significativamente entre si. Com
relacdo ao comprimento de parte aérea (PA), comprimento de raiz (CR) e
comprimento total (CT), os tratamentos apresentaram diferencas estatiticas
entre si.

Observa-se na tabela 10 uma variagéo de 65% a 71% para emergéncia
de plantulas de pinhdo manso e o indice de velocidade de germinacao variou 0,9
a 1,1, verificando-se que os tratamentos ndo diferiram significativamente entre si.
Com relagao ao indice de velocidade de emergéncia (IVE), altura da parte aérea
(PA) e biomassa seca total da plantula (MST), as sementes de pinhdo manso

nao apresentaram diferengas estatiticas em todos os tratamentos. (Tabela 10).

TABELA 10. Germinagao e altura de parte aérea das mudas de pinhdo manso peletizadas com
diferentes quantidades de inoculo de Trichoderma sp. Emergéncia (E), indice de velocidade de
emergéncia (IVE), altura da planta (PA), comprimento da raiz (CR), comprimento total da plantula
(CT), matéria seca da plantula (MST), quinze dias ap6s o plantio.

Tratamentos * E (%) IVE PA (cm) CR (cm) CT (cm) MST (g)

Testemunha 704’ 1,1a 3,1a 1,1a 4,2a 0,97a
B350 71a 1,1a 2,8a 1,3a 41a 1,10a
B700 69a 0,9a 2,8a 0.9b 3,7b 1,10a

B1000 65a 1,0a 2,7a 1,2a 3,9ab 0,99a
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CV% 32,5 5,6 27,5 7,8 5,6 7,1

" Médias, seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem entre si para cada pardmetro
pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

*Testemunha (T); P350 (Trichoderma sp.; 350mg/semente); P700 (Trichoderma sp.;
700mg/semente); P1000 ( Trichoderma sp.; 1000mg/semente).

Estes resultados sdo discordantes com os encontrados por Windhan et al.
(1986), os quais, trabalhando com sementes de tomate e fumo em solos
autoclavados e inoculadas com Trichoderma, observaram aumento na
emergéncia das plantulas. Ja Resende, 2003 encontrou redugdo no indice de
velocidade de emergéncia quando inoculou Trichoderma harzianum em
sementes de milho. Farias et al.,, 2003, apresentaram porcentagem de
germinacao e emergéncia mais elevados trabalhando com sementes de algodao
tratadas com Trichoderma harzianum que proporcionaram plantulas mais
vigorosas. E provavel que o tipo de interagdo entre um micro-organismos e uma
planta especifica apresente diferentes resultados para o desenvolvimento
vegetal, dependendo do tipo de relacdo ecoldgica formada entre os diferentes
seres, tais relacdes poderao ser relacdes harmdnicas ou desarmdnicas.

A matéria seca variou de 0,97 a 1,1g nao diferindo estatisticamente entre
os tratamentos pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. Resultados
diferentes foram encontrados na inoculacao de Trichoderma viride em sementes
de alface proporcionando aumento de massa seca da parte aérea das mudas
(DINIZ et. al., 2006).

A avaliagdo aos 60 dias ap6s a emergéncia das sementes e crescimento
inicial de pinhdo manso (cultivadas em casa de vegetagdo) inoculado com
diferentes quantidades de extratos fermentados usando polpa citrica pelo
Trichoderma sp. e controle estdo apresentados na tabela 11.

Tabela 11. Crescimento inicial de plantas de pinhdo manso oriundas de sementes peletizadas com
diferentes quantidades de extrato fermentado de Trichoderma sp. Altura da parte aérea (AP cm),
didmetro do coleto (DC), nimero de folhas (NF), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa
fresca das raizes (MFR), massa fresca total (MFT), massa seca da parte aérea (MSPA), massa
seca das raizes (MSR), massa seca total (MST) e indice de qualidade de Dickson (I1QD).

DC MFPA MFR MSPA MSR MST
Tratamento AP (cm NF MFT IQD
™ em) @ (© @ "9 @ @
Testemunha 20,21b1 1,33a 753a 21,32a 4,2a 27,02a 3,9a 0,44a 4,34a 0,16a
B350 18,65 0,96b 6,47b 19,180 3,30 23,46c 3,7a 0,380 4,05a 0,15a

B700 19,5b 1,03a 6,7b 22,28a 3,5b 25,86ab 3,7a 0,38b 3,98a 0,15a
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B1000 24,08a 1,26a 73a 22,82a 4,3a 27,19a 3,8a 0,46a 4,47a 0,17a

" Médias seguidas pela mesma letra nas colunas para cada parametro néo diferem entre si pelo
teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

*Testemunha (T); P350 (Trichoderma sp.; 350mg/semente); P700 (Trichoderma sp.;
700mg/semente); P1000 ( Trichoderma sp.; 1000mg/semente).

De acordo com analise estatistica o tratamento B1000 foi aquele que
propiciou maior crescimento de parte aérea (24,08 cm), enquanto para as
demais variaveis avaliadas nao houve diferencas estatisticas. Segundo PRATES
et al. 2007 a aplicacdo do fungo Trichoderma spp. no substrato em casa de
vegetagcdo promoveu crescimento de folhas, caules e raiz em mudas de citros.
Ja para o tratamento sem aplicacdo do Trichoderma spp., foi verificado menor
comprimento das raizes.

Avaliando diferentes métodos de inoculagdo de bactérias para mudas
micropropagadas de abacaxizeiro, MELLO et. al., 2002 verificaram que o melhor
método foi o de imersdo do sistema radicial em uma solucdo chamada de
bacterizagéao.

A figura 11, 12 e 13 apresentam os resultados das plantas de pinhao
manso peletizadas com diferentes quantidades de exirato fermentado de

Trichoderma sp.com 60 dias de crescimento em casa de vegetagao.

Figura 11. Plantas de pinhdo manso ' d| em casa de vegetagao oriundas de sementes
peletizadas com diferentes quantidades de extrato fermentado de Trichoderma sp.
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Figura 12. Comparagédo das plantas de pinhdo manso em casa de vegetagdo (controle) e
oriundas de sementes peletizadas com 1000 mg de extrato fermentado de Trichoderma sp. por
semente.

Figura 13. Comparacdo das raizes de plantas de pinhdao manso em casa de vegetagao
(controle) e oriundas de sementes peletizadas com 1000 mg de extrato fermentado de
Trichoderma sp. por semente.
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5. CONCLUSOES

Nao foi possivel obter um inoculante com fungos endofiticos de folhas do
pinhdo manso devido a baixa produtividade de AIA das cepas isoladas.

O emprego de Triptofano 0,5 mM nos ensaios de producdo de AIA
favoreceu o crescimento do Trichoderma sp., sendo a Unica cepa que
apresentou produgao de AIA acima de 50 mg.L" em cinco dias de cultivo.

A fermentacdo em estado sélido utilizando polpa citrica favoreceu a
producéo de AIA comparada com a fermentagdo submersa.

Quando comparado ao controle, a utilizagdo de Trichoderma sp. na
quantidade de inéculo de 1x10° esporos/mL foi a que promoveu maior
crescimento de brotos de cana-de-agucar cultivados em Biorreator de Imersao
por Bolhas-BIB.

Na aclimatizagdo quando comparado ao controle, a utilizacdo de
Trichoderma sp. (com Inéculo 1x10° esporos/mL) foi a que promoveu maior
crescimento de brotos de cana-de-agucar in vitro.

Nas quantidades avaliadas o extrato fermentado de polpa citrica com o
Trichoderma sp. ndo influenciou o crescimento das mudas de pinh&o manso,

com excecao na altura da parte aérea.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Testar tempo de viabilidade de esporos de Trichoderma sp. e
armazenamento em diferentes temperaturas e em diversos substratos.

Testar fungos endofitos isolados de pinh&o manso para inoculagao in vitro
e ex vitro.

Co-cultivar in vitro diferentes 6rgaos e tecidos de plantas para observar a
interacdo planta-fungo endofitico através de microscopia de varredura.

Testar e aprimorar um inoculante de Trichoderma sp. com cana-de-agucar
a campo.

Testar micro-organismos em sementes de plantas ndo-leguminosas a

campo.



61

7. REFERENCIAS

Associacao Brasileira de Citricultores. ABECITRUS. Exportacdo de Laranja.
Disponivel em www.abecitrus.com.br. Acessado em: 26/07/2008. Disponivel em:
<http://www.abecitrus.com.br/subprobr.html>.

ABAISSA - Disponivel em: http://www.abaissa.com.br/polpacitrica. Acessado em
14/07/2012

AKIYAMA, K.; MATSUZAKI, K.; HAYASHI H. Plant sesquiterpenes induce hyphal
branching in arbuscular mycorrhizal fungi. Nature. 435: 824—827, 2005.

ARAUJO, W.L.; SARIDAKIS, H.0.; BARROSO, P.A.V.; AGUILAR- VILDOSO,
C.l.; AZEVEDO J.L. Variability and interactions between endophytic bacteria and
fungi isolated from leaf tissues of citrus rootstocks. Canadian Journal of
Microbiology, v. 47, p. 229-236, 2001.

AZEVEDO, J.L. Micro-organismos Endofiticos. In: MELO, I. S.; AZEVEDO, J. L.
(Eds.) Ecologia Microbiana. Ed. EMBRAPA, Jaguariina-SP. p.129-135, 1998.

AZEVEDO, J.L. Botanica: uma ciéncia basica ou aplicada?. Revista brasileira
de Botanica. Sao Paulo, v.22, n.2 (suplemento), p.225-229, 1999.

BALOTA, E.L.; LOPES, E.S.; HUNGRIA, M.; DOBEREINER, J. Interagdes e
efeitos fisiolégicos de bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares
na mandioca. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v.30, n.11, p.1335-
1345,1995.

BANDEIRA, M.A.; SILVA, G.B.; LUSTOSA, D.C. Caracterizagao bioquimica dos
isolados de Trichoderma sp. associadas a espécies florestais da base de urucu-
AM. Anais do 9° Seminario Anual de Iniciacdo Cientifica, Universidade
Federal Rural do Amazonas, UFRA, 2011.

BRASIL. Ministério da Agricultura e Reforma Agraria. Secretaria Nacional de
Defesa Agropecuaria. Departamento Nacional de Produgcdo Vegetal.
Coordenacao de Laboratério Vegetal. Regras para Andlise de Sementes.
Brasilia, DF, 1992. 365p.

CARROLL, G.C. Fungal endophytes in stem and leaves: from latent pathogen to
mutualistic symbiont. Ecology, v.69, p. 2-9, 1988.

CARVAJAL, L.H.; ORDUZ, S.; BISSETT, S. Growth stimulation in bean
(Phaseolus vulgaris L.) by Trichoderma. Biological control. v.51, p. 409-416,
2009.

CAVALCANTE, R.S.; LIMA, H.LSS.; PINTO, G.AS.; GAVA, C.AT,;
RODRIGUES, S. Effect of moisture on Trichoderma conidia production on Corn



62

and Wheat Bran by Solid State Fermentation. Food and Bioprocess
Technology, v1, p.100-104, 2008.

CHAGAS-JUNIOR, A.F.; OLIVEIRA, L.A.; OLIVIERA, A.N. Producdo de &cido
indolacético por rizébios isolados de caupi. Revista Ceres. v. 56, n.6, p. 812-
817, 2009.

COSTA, J.L.; SILVA, A.L.L;; SCHEIDT, G.N.; LEMUS, E.A.E.; SOCCOL, C.R.
Estabelecimento in vitro de sementes de pinhao manso (Jatropha curcas L.) -
Euphorbiaceae. Caderno de Pesquisa Série Biologia, v. 22, p. 5-12, 2010.

COSTA, J.L.; LIMA, R.P.; SILVA, AL.L.; SCHEIDT, G.N.; ERASMO, E.A.L.
Crescimento inicial de plantas de pinhdo manso em fungdao do sombreamento no
municipio de Gurupi-TO. Journal of Biotechnology and Biodersity, v. 2, n. 4,
p. 43-47, 2011.

CRUZ, C. D. Programa Genes: versao Windows; aplicativo computacional
em genética e estatistica. Vicosa, MG: UFV, Imprensa Universitaria, 2001,
648p.

DIBAX, R.; ALCANTARA, G.B.; BESPALHOK-FILHO, J.C.; MACHADO, M.P;
OLIVEIRA, Y.; SILVA, A.L.L. Plant regeneration of sugarcane cv. RB931003 and
RB98710 from somatic embryos and acclimatization. Journal of Biotechnology
and Biodiversity, v. 2, p. 32-37, 2011.

DURAN, E.L; PLOPER, L.D.; RAMALLO, J.C.; PICCOLO GRANDI, R.A;
HUPPER GIANCOLI, A.C.; AZEVEDO, J.L. The foliar fungal endophytes of
Citrus limon in Argentina. Canadian Journal of Botany, v. 83, p. 350-355, 2005.

FAN, L. Producao de exopolissacarideos de Agaricus blazei e teste
antitumorais. Curitiba: Universidade Federal do Parana, 2002. 86p. Tese
Doutorado.

FARIA, A. Y. K.; ALBUQUERQUE, M. C. F.; NETO, D. C. Qualidade fisiolégica
de sementes de algodoeiro submetidas a tratamentos quimico e biolégico.
Revista Brasileira de Sementes, Londrina, v.25, n.1, p.121-127, 2003.

FORSYTHE, S.J.; Microbiologia de Seguranca alimentar, Porto Alegre:
Artmed,12-19,2002.

KLOEPPER, J.W. Host specificity in microbe-microbe interactions. BioScience,
v. 46, n. 6, p. 406-409, 1996.

LOBO JUNIOR, M.; GERALDINE, A. M.; CARVALHO, D. D. de. Controle
biol6gico de patdgenos habitantes do solo com Trichoderma spp., na cultura do
feijoeiro comum. Santo Antdnio de Goias: Embrapa Arroz e Feijao, Circular
técnica, 85, 2009. 4 p.



63

LOPER, J. E.; SCHROTH, M.N. Influence of bacterial sources of indol-3-acetic
acid on root elongation of sugar beet. Phytopathology, v.76, p.386-389, 1986.

LUDWIG-MULLER, J. Indole-3-butyric acid in plant growth and development.
Plant Growth Regulation 32: 219-230, 2000.

LU, H.; ZOU, W.X.; MENG, J.C.; HU, J.; TAN, R.X. New bioactive metabolites
produced by Colletotrichum sp., an endophytic fungus in Artemisia annua. Plant
Science, v. 151, p. 67-73, 2000.

MAYER, A.M. Determination of indole acetic acid by the Salkowsky reaction.
Nature, v.162 p.1670-1671, 1958.

MARCHIORO, L. E. T. 2005. Producao de acido indol acético e derivados
por bactérias fixadoras de nitrogénio. Dissertacdo (Mestrado), Universidade
Federal do Parana (UFPR), Curitiba, Brasil.

MELO, A. L.; SANCHUKI, C. E.; WOICIECHOWSKI, A. L.; THOMAZ-SOCCOL,
V.; SOCCOL, C. R. Use of poultry litter as culture medium of Bacillus
thuringiensis var. israelensis Berliner for control of Aedes aegypti Linnaeus.
Journal of Biotechnology and Biodiversity, v. 2, p. 1-6, 2011.

MELLO, M. R. F.; MARIANO, R. L. R.; MENEZES, M.; CAMARA, T. R.; ASSIS,
S. M. P. Selecédo de bactérias e métodos de bacterizagdo para promogao de
crescimento em mudas de abacaxi micropropagadas. Summa
Phytopathologica. V. 28, p. 222-228, 2002.

MOHR, H.; SCHOPFER, P. Plant physiology. 629p. Berlin: Springer-Verlag,
1995.

NELSON, N. A photometric adaptation of the Somogyi method for the
determination of glucose. Journal of Biological Chemistry, v. 153, p. 375-380,
1944,

NOWAK, J. Benefits of in vitro “biotization” of plant tissue cultures with microbial
inoculants. In Vitro Cell and Development Biology Plant, Largo, v.34, p. 122-
130, 1998.

NUNES, C. F.; PASQUAL, M.; SANTOS, D. N.; CUSTODIO, T. N.; ARAUJO, A.
G. Diferentes suplementos no cultivo in vitro de embrides de pinhdo-manso
(Jatropha curcas L.). Pesquisa Agropecuaria Brasileira. v. 43, p. 09-14, 2008.

PATTEN, C.L.; GLICK, B.R. Bacterial biosynthesis of indole-3-acetic acid.
Canadian Journal Microbiology, v.42, p.207-220, 1996.

PEREIRA, J. O.; CARNEIRO-VIEIRA, M. L.; AZEVEDO, J. L. Endophytic fungi
from Musa acuminata and their reintroduction into axenic plants. World Journal
of Microbiology and Biotechnology, v. 15, p. 37-40, 1999.



64

PETRINI, O. 1991 Fungal endophytes of tree leaves. In Microbial Ecology of
Leaves, eds. Andrews, J.H. & Hirano, S.S. pp. 179-197. New York: Springer-
Verlag. ISBN 0-38797-5799.

PETRINI, O.; STONE, J.; CARROLL, F. E. Endophytic fungi in evergreen shrubs
in western Oregon: a preliminary study. Canadian Journal of Botany, v. 60, p.
789-796, 1992.

PHOTITA, W.; LUMYONG, S.; LUMYONG, P.; HYDE, K.D. Endophytic fungi of
wild banana (Musa acuminata) at Doi Suthep Pui National Park, Thailand.
Mycological Rasearch, v. 105, n. 12, p. 1508-1513, 2001.

PIMENTEL, I. C. Fungos endofiticos do milho (Zea mays L.) e de soja
(Glycine max (L.) Merril) e seu potencial biotecnhologico no controle de
pragas agricolas. 153f. Tese (Doutorado) - Setor de Tecnologia, Universidade
Federal do Parana, Curitiba, 2001.

RECH FILHO, A. Sistemas de imersao temporaria e unidades encapsulaveis
como ferramentas para a consolidacao de protocolos para a
micropropagacao de bromélias. (Mestrado em Recursos Genéticos Vegetais) -
Universidade Federal de Santa Catarina, p. 74, 2004.

ROBINSON, M. et al. Indole-3-Acetic Acid Biosynthesis in Colletotrichum
gloeosporioides f.sp. Aeschynomene. Applied Environmental Microbiology,
Washington, D.C., v. 64, n. 12, p. 5030-5032, 1998.

RODRIGUES, C., 2006. Desenvolvimento de Bioprocesso para Producao de
Acido Citrico por Fermentacao no Estado Solido Utilizando Polpa Citrica,
Dissertacdao de Mestrado, Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba,
Brasil.

RODRIGUES, K.F. The foliar endophytes of the Amazonian palm Euterpe
oleracea. Mycologia, v. 86, n. 3, p. 376-385, 1994.

RODRIGUES, K.F.; SAMUELS, G.J. Fungal endophytes of Spondias mombin
leaves in Brazil. Journal of Basic Microbiology, v. 39, n. 2, p. 131-135, 1999.

SAIKKONEN, K.; FAETH, S.H.; HELANDER, M.; SULLIVAN, T.J. Fungal
endophytes: a continuum of interactions with host plants. Annual Review of
Ecological System, v. 29, p. 319-343, 1998.

SALISBURY, F.B.; ROSS, C.W. Plant Physiology. 4 ed. Califérnia: Wadsworth,
1992. 682 p.

SAMUELS, G. J. Trichoderma: A guide to identification and biology. Beltsville:
USDA/ARS, p. 54, 2006.

SATURNINO, H. M.; PACHECO, D. D.; KAKIDA, J.; TOMINAGA, N.,
GONCALVES, N. P. Caracterizagcdo mineral de partes de plantas de pinhao



65

manso (Jatropha curcas L.). Informe agropecuario. v. 26, n. 229, 2005, p. 44-
78.

SCHEIDT, G. N., SILVA, A. L. L.; OLIVEIRA, Y.; COSTA, J. L.; BIASI, L.A. AND
SOCCOL, C.R. In vitro growth of Melaleuca alternifolia Cheel in bioreactor of
immersion by bubbles. Pakistan Journal of Botany, v. 43, p. 2937-2939, 2011.

SDA/MAPA. MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E
ABASTECIMENTO. Brasilia, 2009. Disponivel em:
http://www.agricultura.gov.br/vegetal/fertilizantes.

SES - Secretaria de Estado da Saude. Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz. S3o0 Paulo, 1985; 523.

SILVA, A. L. L., BISOGNIN, D. A., BARRIQUELLO, C. J., RITTER, C. E. L.
Germinacdo in vitro de sementes de mogango (Cucurbita pepo L.) -
Cucurbitaceae. Ciéncia e Natura, v. 27, p. 19-28, 2005.

SILVA, R. L. O.; LUZ, J. S.; SILVEIRA, E. B.; CAVALCANTE, U. M. T. Fungos
endofiticos em Annona spp.: isolamento, caracterizacdo enzimatica e promogao
do crescimento em mudas de pinha (Annona squamosa L.). Acta botanica
brasilica. V. 20, n.3, p. 649-655. 2006

SILVEIRA, E. B.; GOMES, A. M. A;; MARIANO, R. L. R. & SILVA NETO, E. B.
Bacterizagdo de sementes e desenvolvimento de mudas de pepino. Horticultura
Brasileira, v. 22 n. 2, 217-221, 2004.

SOCCOL, C. R. Contribuicao ao estudo da fermentacao no estado solido
em relacao com a producdao de acido fumarico, biotransformacao de
residuo sdlido de mandioca por Rhizopus e Basidiomacromicetos do
género Pleurotus. Tese (Prof. Titular) — Universidade Federal do Parana.
Curitiba, 1994. 228 p.

SOCCOL, C.R.; VANDENBERGHE, L.P.S. Overview of applied solid-state
fermentation in Brazil. Biochemical Engineering Journal, 2002.

SOCCOL, C. R.; VANDENBERGHE, L. P. S. Overwiew of applied solid-state
fermentation in Brazil. Biochemical Engineering Journal. v.13, p.205-218,
2003.

SOCCOL, C. R.; SCHEIDT, G. N.; MOHAN, R. Biorreator do tipo imersao por
bolhas para as técnicas de micropropagacao vegetal. Universidade Federal do
Parana. Patente (DEPR. 01508000078). 03/03/ 2008.

SOMOGYI, M. A new reagent for the determination of sugars. Journal of
Biological Chemistry, v. 160, p. 61-68, 1945.

SOUCHIE, E. L.; AZCON, R.; BAREA, J. M.; SAGGIN-JUNIOR, O. J.; SILVA, E.
M. R. Indolacetic acid production by P-solubilizing microorganisms and



66

interaction with arbuscular mycorrhizal fungi. Acta Scientiarum. Biological
Sciences. v. 29, n. 3, p. 315-320, 2007.

SUJATHA, M., REDDY, T. P., MAHASI, M. J. Role of biotechnological
interventions in the improvement of castor (Ricinus communis L.) and
Jatropha curcas L. Biotechnology Advances. v. 26, 2008, p. 424-435.

STEENHOUDT, O.; VANDERLEYDEN, J. Azospirillum, a free-living nitrogen-
fixing bacterium closely associated with grasses: genetic, biochemical and
ecological aspects. FEMS Microbiology Rev. V.24(4), p.487-506, 2000.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. 3. ed. Porto Alegre: Artmed, 2004. 719
p

TEIXEIRA, L. C. Potencialidades de oleaginosas para producdo de biodiesel.
Informe Agropecuario. v. 26, n. 229, 2005, p. 18-27.

KAUR-BRAR, S. Biocontrol: Management, Processes and Challenges. In
Chapter 10. Fungi application as biological control agents in agriculture and
animal husbandry. BRAND, D.; RODRIGUES, C.; VANDENBERGHE, L.P.S;
MEDEIROS, A.B.P.; FERNANDEZ, D. R.; HALFEN, G. E.; DA SILVA, ALL.L;
COSTA, J. L.; SOCCOL, V.T.; SOCCOL, C.R. Nova publishers, Quebec,
Canadi, 2012.

UNIAO FARELOS - disponivel em www.uniaofarelos.com.br/. Acessado em 10
de Julho de 2012.

VANDENBERGHE, L.P.S; SOCCOL, C.R; PANDEY, A.; LEBEAULT, J.M. Solid-
state fermentation for the synthesis of citric acid by Aspergillus niger.
Bioresource Technology, v. 74, n. 2, 175-178, 2000.

WIYAKRUTTA, S.; SRIUBOLMAS, N.; PANPHUT, W.; THONGON, N
DANWISETKANJANA, K.; RUANGRUNGSI, N.; MEEVOOTISOM, V. Endophytic
fungi with anti-microbial, anti-cancer and anti-malarial activities isolated. World
Journal Of Microbiology & Biotechnology, v. 20, n. , p.265-272, 2004.

ZIV, M. Bioreactor Technology for plant micropropagation. Horticultural
reviews. v.24, p.1-30, 2000.



67

ANEXOS

Leis/Normativas sobre regulacao de Inoculantes no Brasil

1. Lei N° 6.894, de 16 de dezembro de 1980

2. Decreto N°® 4.954, de 14 de janeiro de 2004 - Regulamentagéo da Lei

3. Instrucdo Normativa N® 10, de 6 de maio de 2004 - Regras para produgao,
fiscalizacéo, etc

4. Instrucdo Normativa N¢ 35, de 4 de julho de 2006 - Corretivos,
condicionadores...

5. Instrugdo Normativa N° 5, de 23 de fevereiro de 2007 - Fertilizantes minerais
6. Instrucdo Normativa N° 25, DE 23 de julho de 2009 - Fertilizantes organicos...
7. Instrucdo Normativa N° 5, de 6 de agosto de 2004 - Inoculantes

8. Instrucdo Normativa N° 14, de 15 de dezembro de 2004 - Substrato para
plantas...

9. Instrucao Normativa N° 27, de 5 de junho de 2006 - Contaminantes,
patdégenos...

10. Instru¢do Normativa SDA N° 24, de 20 de junho de 2007 - Reconhecimento
métodos...

11. Instrucdo Normativa SDA N® 17, de 21 de maio de 2007 - analises
substratos...

12. Instrucdo Normativa SDA N¢ 28, de 27 de julho de 2007 - Métodos oficiais
andlises...



