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RESUMO

Os microrganismos endofiticos, que vivem de forma simbidtica com os hospedeiros e habitam o interior das
plantas, sdo capazes de estimular o desenvolvimento vegetal através da produgdo de hormdnios vegetais, como o
acido indol-3-acético (AIA). O trabalho objetivou-seavaliar o potencial de producdo de AIA de fungos
filamentosos endofiticos isolados da broméliaVrieseaminarum. Os fungos foram isolados de plantulas
desenvolvidas de sementes estéreis germinadas em Agar-agua em condigdo in vitro, e incubados em placas
contendo Agar Sabouraud Dextrose. Para apossivel produgdo de AIA, os isolados foramcultivados em caldo
Czapeksuplementado com Triptofano (I gL™) durante cinco dias. A detecdo e a quantificagdo foram
realizadasatravés da solug@o reagente de Salkoviski no sobrenadante do cultivo, um método colorimétrico que
utiliza um leitor de microplacas Varioskan Flash ThermoScientific. Foram obtidos 32 micélios fiingicos e a
capacidade de producdo de AIA foi detectada em 26 dos isolados (81,25%). A partir dos resultados concluiu-se
queos fungos isolados daespécie de V. minarumsao bons produtores de AIA e podem ser de extrema importancia
como promotores de crescimento de planta. Estudos futuros com estes fungos poderdo analisar o seu uso como
biofertilizantes de outras espécies.

Palavras-chave:Bromélias; fungos endofiticos; Producdo de AIA.

INTRODUCAO

Os microrganismos endofiticosvivem no interior das plantas sem causar
aparentemente nenhum dano aos seus hospedeiros(AZEVEDO; MELO, 1998).De acordo com
Chapla,Biasetto e Aratdjo(2012) essa associacdo sugere que estes microrganismos co-
evoluiram com os seus hospedeiros, apresentando uma intima relagdo mutualistica, onde os
endofitos recebem nutrientes e protecdo, enquanto a planta tem vantagens decorrentes dessa

interacdo.0s microrganismos endofiticos também sdo conhecidos como promotores de
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crescimento vegetal (MPCV), pois apresentam habilidade de produzir compostos capazes de
estimular o desenvolvimento vegetal. Eles podem exercer diversas atividades benéficas e
importantes no metabolismo e fisiologia da planta hospedeira, tais como fixacao de nitrogénio
atmosférico (AMBROSINI et al. 2007),solubilizacdo de fosfatos (CHADHA; PRASAD;
VARMA,2015; SHI et al., 2016) sintetizacio de hormoOnios de crescimento de plantas
(WAQAS et al,, 2012; KHAN et al., 2016; KHAN et al., 2017)e antagonizacdo de patégenos
bacterianos (YUAN et al., 2017).Fungos endofiticos podem produzir hormonios vegetais, tal
como o acido indol-3-acético (AIA) (FU et al., 2015; OLIVEIRA, 2016).

Atualmente tém sido poucos os estudos sobre fungos filamentosos endofiticos
associados a bromélia. Na literatura t€ém alguns relatos de fungos (micorrizas) associados a
raizes (RABATIN;STINNER; PAOLETTI, 1993; LUGO; MOLINA; CRESPO, 2009; LUGOet
al., 2015) e folhas (GIONGO et al., 2013) de bromélias. AVrieseaminarumé uma bromélia
encontrada restritamente em afloramentos rochosos ferruginososdo Quadrilatero Ferrifero de
Minas Gerais na Cadeia do Espinhaco(VERSIEUX, 2011).0 objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial de produ¢do de AIA por de fungos endofiticos isolados das plantulas de V.

minarumcultivadas in vitro.
METODOLOGIA

Para a germinacdo in vitro, foram coletadas dez infrutescénciasmaduras e fechadas de
V. minarum na Serra da Piedade. As sementes tiveram os seus apéndices removidos e foram
submetidas a desinfeccdo superficial. A germinac¢do foi realizada em placas de Petri com meio
Agar-4gua (0,8%) por 30 dias em cdmara de germinagio com intensidade luminosa de 30
pumol.m?s"' e temperatura constante de 25°C.

Um lote de 16 plantulas desenvolvidas no procedimento anterior de cada planta de V.
minarumfoi posicionado na superficie de placas com meio Agar Sabouraud Dextrose. As
placas foram cobertas com papel aluminio, evitando-se a presenca da luz, e colocadas na
incubadora a 25°C por quinze dias. Realizou-se monitoramento didrio das culturas. Apds os
quinze dias, os fungos filamentosos que cresceram nas placas foram descritos e agrupados em
morfotipos, cortados e isolados em meio Agar Batata Dextrosado (BDA).

Para a quantificacdo do AIA, dois discos de micélio fungico crescidos em meio BDA
foram inoculados em frascos de vidro contendo 20 mL de caldo Czapek acrescido com1g.L™

de L-triptofano e incubados sob agitacdo de 150 rpm na auséncia de luz a 25°C. Apds cinco
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dias, retirou-se uma aliquota de 1 mL de caldo, que foi centrifugado a 10.000 rpm por 30
minutos a 4°C. Em seguida, 100 pL. de sobrenadante foram transferidos para microfocos de
placa Elisa, onde foram adicionados 100 pL. da solucdo reagente de Salkoviski (2% de
solug@o FeCls 0,5 M e 98% de solucao de 4cido perclorico a 35%). A placa foi mantida no
escuro por 30 minutos e a temperatura ambiente. Posteriormente, a absorbancia foi
determinada a 530 nm em um leitor de microplacas Varioskan Flash (ThermoScientific).
Utilizou-se como controle o meio de cultura sem inoculo. Uma curva-padrao de AIA foi
construida com as leituras da absorbancia das solucdes aquosa de AIA comercial em
concentracdes de 0 a 100 de AIA pg.mL ™" O ensaio foi realizado em triplicata.Foi aplicado o
teste ANOVA, para detectar se a producdo do metabdlito foi significativa, os valores

encontrados de P<0,001, significando que a producdo de AIA foi de fato significativa.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O AIA ¢ produzido por microrganismos através de vias dependentes de L-triptofano
ou independentes (KHAN et al. 2017). No estudo atual, foi analisada a producdo de AIA
pelos isolados fingicos em meio com L-triptofano.Os resultados apontaram que dos 32
isolados testados, somente seis ndo produziram AIA (Tabela 1). Os valores variaram
entre0,62 131,94 ng/mL(Figura 1).

Tabela 1.Numero de isolados de fungos endofiticos obtidos de plantulas da

bromélia Vrieseaminarum

Caracteristicas Isolados de fungos endofiticos
Produz 26
AIA Nio produz 6
Total 32
Produtivos 81,25%

No estudo realizado por Damasceno (2017), os valores de AIA produzidos pelos
fungos filamentosos isolados de bromélia foram mais baixos e variaram ente 1,1 a 34,9
pg/mL; valores proximos a estes foram observados para fungos filamentosos isolados de
plantulas de Vrieseafriburgensis(SOUZA, 2017).Diversos estudos observaram valores de AIA
dentro desta faixa de produ¢do na dependéncia da L-triptofano(WAQASet al., 2012;
CHADHA;;PRASAD; VARMA, 2015; SHI et al.,2016). No estudo de Nenwaniet al. (2010)
também obtiveram producdo aproximada de AIA (11,45 pg.mL™) e o valor foi considerado

significativamente alto pelos autores. Na avaliacdo de 17 isolados de fungos endofiticos das
3
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folhas de Boswellia sacra, KHAN et al. (2016) detectaram que apenas uma cepa produziu AIA
independente de L-triptofano, ji4 na dependéncia de L-triptofano, quase todas as cepas de
fungos mostraram potencial para produzir AIA. A capacidade de producdo de AIA foi
detectada em 81,25% dos isolados, com valores considerados significativamente altos para 11

isolados (acima de 30ug/mL) (Figura 1).
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Figura 1. Produ¢do de AIA pg/mLpor isolado fungicosobtidos a partir de plantulas da

broméliaVrieseaminarum.

CONCLUSOES

A alta producdo de AIA pelos fungos endofiticos estudados pode ser usado como
critério para selecionar potenciais bio-inoculantes. Neste caso, os fungos potenciais podem
ter aplicacOes biotecnoldgicas no ramo da agronomia, producdo de alimentos, e cultivo de
bromélias diferentes espécies em viveiros. O uso de bio-inoculantes € mais sustentdvel, barato
e menos ofensivo ao meio ambiente, quando comparado aos métodos tradicionais de manejo
do solo. Estudos adicionais s@o necessarios para compreender os beneficios desta interagao.
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